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Intestinalna tkivna ekspresija IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 gena u zapaljenskim bolestima creva 
SAŽETAK 
Zapaljenske bolesti creva (ZBC) su hronične, idiopatske bolesti u koje spadaju Kronova bolest (KB) i 
ulcerozni kolitis (UK). Nastanak ZBC je posledica poremećenog imunološkog odgovora na intestinalnu 
mikrofloru kod genetički predisponiranog domaćina. Signalna interakcija Toll-like receptora 9 (TLR9), 
interleukina (IL)-23 i IL-17 u patogenezi ZBC nije u potpunosti razjašnjena.  
Cilj ove studije bio je ispitivanje razlika u ekspresiji gena IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 između 
inflamirane i neinflamirane mukoze intestinuma kod pacijenata sa endoskopski aktivnom ZBC. Dodatni 
cilj bila je asocijacija nivoa ekspresije ovih gena sa kliničkim parametrima ZBC.  S obzirom da je odnos 
IL17A i IL17F važan za regulaciju zapaljenskog procesa, još jedan od ciljeva bila je procena međusobnog 
odnosa ekspresije navedenih gena u inflamiranoj i neinflamiranoj mukozi ZBC. 
U studiju je bilo uključeno 104 novodijagnostikovana pacijenata sa ZBC (50 KB, 54 UK). Ispitivanje 
nivoa ekspresije odabranih  gena u uparenim uzorcima inflamirane i neinflamirane mukoze intestinuma 
izvršeno je primenom metode real-time PCR. 
Rezultati ekspresione analize pokazali su značajno više nivoe ekspresije IL17A i IL17F u inflamiranoj 
mukozi intestinuma ZBC. Inflamirana mukoza ileuma u KB i mukoza kod UK pokazale su povišenu 
ekspresiju IL23A, dok su inflamirani uzorci ileuma kod KB imali povišen nivo TLR9. Nivo ekspresije 
ispitivanih gena bio je povezan sa fenotipom i težinom ZBC. Uočena je značajna razlika u nivou odnosa 
ekspresije IL17A/IL17F između bolesne i zdrave mukoze kod UK.  
Pokazano je da su IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 značajni za nastanak i kliničku sliku ZBC. Međutim, 
ekspresioni profili ovih gena nisu isti kod različitih fenotipova KB i UK što može uticati na precizniju, 
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Intestinal gene expression of IL17A, IL17F, IL23A and TLR9 in inflammatory bowel diseases 
ABSTRACT 
Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic, idiopathic diseases that include Crohn's disease (CD) 
and ulcerative colitis (UC). IBD development is associated with disrupted immune response to the 
intestinal microflora in genetically susceptible hosts. The signaling interplay of Toll-like receptor 9 
(TLR9), interleukin (IL) -23 and IL-17 in the pathogenesis of IBD has not been completly claryfied. 
The aim of this study was to investigate differences in IL17A, IL17F, IL23A, and TLR9 expression in 
paired inflamed and non-inflamed intestinal mucosa in patients with endoscopically active IBD. An 
additional goal was to associate the expression levels of these genes with the clinical parameters of CD 
and UC. Since the IL17A and IL17F ratio is important for the regulation of the inflammatory process, 
another aim was to evaluate the interrelation of their expression in inflamed and non-inflamed IBD 
mucosa. 
The study included 104 newly diagnosed IBD  patients (50 CD, 54 UC). Expression analysis of selected 
genes was performed in paired samples of inflamed and non-inflamed mucosa of the intestinum by real-
time PCR. 
Expression profile results showed significantly increased levels of IL17A and IL17F in inflamed IBD 
mucosa. Inlamed CD ileal and UC mucosa showed increased IL23A, while only inflamed CD ileal 
samples showed increased TLR9 levels. The examined genes expression level was related to the 
phenotype and severity of IBD. A significant difference was observed in the level of IL17A / IL17F 
expression ratio between inflamed and non-inflamed mucosa in the UC. 
We showed that IL17A, IL17F, IL23A and TLR9 are significant for IBD development and clinical 




phenotypes, which may contribute to the more precise, molecular classification of IBD and  personalized 
approach in the treatment of these diseases. 
 Key words: inflammatory bowel disease, Crohn disease, ulcerative colitis, expresion profiling of 
IL17A, IL17F, IL23A, TLR9 gene 
 Scientific field: Medicine 
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Zapaljenske bolesti creva (eng. inflammatory bowel disease (IBD)) su hronične, idiopatske i 
relapsirajuće bolesti gastrointestinalnog trakta koje se mogu manifestovati kao Kronova bolest (KB) i 
ulcerozni kolitis (UK). Ključni mehanizmi u patogenezi zapaljenskih bolesti creva (ZBC) obuhvataju 
defekt u funkciji epitelijalne barijere (povećanje permeabilnosti, adherencije bakterija i smanjene 
ekspresije defenzina), disbalans intestinalnog imunskog sistema koji se ogleda u preteranoj aktivaciji 
urođenog imuniteta na prisustvo rizičnih antigena i odgovoru stečene imunosti sa aktivacijom efektorskih 
limfocita. Ulcerozni kolitis predstavlja oboljenje čija kontinuirana inflamacija zahvata mukozu 
intestinuma limitiranu isključivo na debelo crevo, dok se Kronova bolest odlikuje diskontinuiranom 
transmuralnom inflamacijom koja može biti lokalizovana u bilo kom delu gastrointestinalnog trakta. 
1.1 Istorijat zapaljenskih bolesti creva 
Zapaljenske bolesti creva su inicijalno opisane kao izolovani slučajevi u Velikoj Britaniji (Samuel 
Wilks, 1859) i severnoj Americi (1932, Buriril Bernard Crohn) [1, 2]. 
Dijagnoza "prost ulcerozni kolitis" je postavljena prvi put 1859. godine autopsijskim nalazom 
ulcerativnih i inflamatornih promena kolona nakon letalnog ishoda 42-godišnje žene sa prethodnom 
kliničkom slikom prolongiranih krvavih dijareja i febrilnosti [1]. Do početka XX veka (1909. godine) u 
Londonu hospitalizovano je do 317 pacijenata sa dijagnozom ulceroznog kolitisa, većinom umrlih zbog 
perforacije debelog creva, peritonitisa, krvarenja, sepse i plućne embolije [3]. Porast novotkrivenih 
slučajeva UK registrovan je i u Evropi i Sjedinjenim Američkim Državama (SAD), sa spekulacijama u 
naučnim krugovima oko etiologije nastanka, uključujući alergiju na hranu i psihijatrijske poremećaje. 
Primena antibiotika penicilina 1946.godine u uspešnom lečenju UK ukazala je na potencijalnu infektivnu 
etiologiju bolesti, dok je pozitivan terapijski odgovor na ordiniranje kortikotropina 1950. predstavio 






Do XVIII veka slučajevi KB opisani su autopsijskim nalazima "ulcerisanog cekuma i njegove 
invaginacije" i perforacijom distalnog ileuma sa uvećanjem mezenteričnih limfnih čvorova [5, 6]. U XIX 
veku uočene su fistulozne forme Kronove bolesti, 1830.godine kod dece opisane su perianalne, 
rektovaginalne i rektovezikularne fistule, a 1889.godine ileokolonične fistule sa dilatacijom i 
hipertrofijom ileuma kod mlade žene [7, 8]. U XX veku, u Evropi, dokumentovani su slični slučajevi KB 
opisane pojavom „inflamatornih masa“ limitiranih za hirurško lečenje, sa kliničkom slikom 
abdominalnog bola, dijareja, pojedinačnih progresija u intestinalnu obstrukciju i smrt pod sumnjom na 
mikobakterijalno intestinalno oboljenje [9, 10]. U SAD registrovane su serije slučajeva mlađih 
pacijenata, nakon apendektomije, sa simtomima febrilnosti, bolova u trbuhu, dijareje, gubitka u telesnoj 
masi i pojavom granulomatoznih lezija gastrointestinalnog trakta najčešće terminalnog ileuma i 
ileocekalne regije [11]. Iako su Crohn i saradnici 1932. godine prvi put definisali regionalni ileitis kao 
nov izolovani patološki entitet, dijagnoza KB nije bila u potpunosti prihvaćena u SAD sve do 1960 
godine [2, 12, 13]. 
1.2. Klinički pristup i manifestacije zapaljenskih bolesti creva 
Dijagnostički algoritam ZBC uključuje anamnestičke podatke pacijenta, laboratorijske analize, 
kliničku prezentaciju bolesti, kolonoskopiju sa terminalnom ileoskopijom i uzimanjem biopsija mukoze 
za histopatološku potvrdu bolesti, a u određenim slučajevima gornju endoskopiju sa biopsijama sluznice 
i dopunske radiografske vizuelizacione metode (kompijuterizovana tomografija (CT) ili nuklearna 
magnetna rezonanca (NMR) abdomena i male karlice, enterografija ili enterokliza). U kliničkoj praksi 
procena aktivnosti UK i KB je važna u cilju izbora terapijskog protokola i efekta istog, kao i prognoze 
daljeg toka bolesti. Iako ne postoji zlatni standard, primenom kliničkih indeksa i skorova određenih na 
osnovu simtoma i ponašanja bolesti, endoskopske i histološke aktivnosti ZBC, rezultata laboratorijskih i 






ZBC imaju neprevidiv klinički tok, sa fazama relapsa (pogoršanja) i remisije (stabilna bolest). 
Faktori koji utiču na kliničke manifestacije ZBC su lokalizacija (ekstenzivnost) bolesti, stepen aktivnosti, 
fenotipske odlike i priustvo ekstraintesinalnih manifestacija [14, 15]. Klinički tok je najčešće teži kod 
mlađih pacijenata u odnosu na stariju životnu dob na dijagnozi [16]. 
Pacijenti sa UK imaju najčeše simtome u vidu učestalih prolivastih stolica sa primesom krvi, 
bolove u trbuhu, lažne pozive na crevno pražnjenje uz pojavu malaksalosti, gubitka u telesnoj masi (TM) 
i povišene telesne temperature. Lokalizacija zapaljenskog procesa u UK može biti ograničena na rektum 
(proktitis), levi kolon (levostrani kolitis), izvan granica levog kolona (ekstenzivni kolitis) ili ceo kolon 
(pankolitis). Nezavisno od lokalizacije, aktivnost bolesti može biti blaga, umerena ili teška [14].  
Klinički simtomi kod KB zavise od lokalizacije bolesti, često sa pojavom prolivastih stolica, 
bolova u trbuhu, gubitka u TM, mučnine, povraćanja i slabosti. Najčešći simtom je proliv koji se javlja i 
noću za razliku od funkcionalnih bolesti creva [15, 17]. Aproksimativno u 10% slučajeva dijagnoza KB 
se postavlja operativno, dok na dijagnozi 10% pacijenata ima ekstraintestinalne komplikacije [15, 17]. 
Lokalizacija transmuralne inflamacije u KB može biti izolovana u tankom crevu (ileitis), debelom crevu 
(colitis), ileumu i kolonu (ileocolitis) i proksimalnim partijama digestivnog trakta. Perianalna bolest se 
karakteriše prisustvom perianalnih fistula i fisura [15, 17, 18]. Prema podacima iz literature, 
identifikovana je kod trećine novodijagnostikovanih pacijenata sa KB i češće u slučaju kolonične 
lokalizacije. Izolovani slučajevi perianalne bolesti su retki i javljaju se u približno 5% pacijenata [18]. 
KB može imati nestrikturirajući-nepenetrirajući (inflamatorni), fistulizirajući (penetrantni) ili 
stenozantni fenotip bolesti [15, 17, 18].  
  Najčešće intestinalne komplikacija toka ZBC su perforacija kolona, fulminantni tok bolesti, 
opstruktivni ileus, pojava abscesnih kolekcija i fistula (komunikacije lumena creva sa ostalim organima) 






prisutne nezavisno od bolesti [19]. Kod UK oko trećina pacijenata ima EIM, dok kod približno četvrtine 
pacijenata iste su prisutne na dijagnozi [14]. EIM se javljaju u aproksimativno 35% pacijenata sa KB 
[20]. Mogu biti udružene sa aktivnom ZBC, najčešće koštano-zglobnog porekla, kožne promene u vidu 
eriteme nodozum (EN), promene na očima (episkleritis), aftozne ulceracije usne duplje i venske 
tromboze udružene sa tromboembolijom. Nezavisno od aktivnosti UK i KB javljaju se pridružene 
manifestacije kao što je uveitis, ankilozirajući spondilitis, pioderma gangrenozum, primarni 
slekrozirajući holangitis kao i druge pridružene kompliacije vancrevnih sistema [19, 20]. 
1.3 Epidemiologija zapaljenskih bolesti creva 
Poslednjih nekoliko decenija ZBC postale su značajni činilac ukupnog morbiditeta u opštoj 
populaciji, a porast incidence obolevanja od KB i UK predstavlja medicinski problem velikih razmera 
[21, 22].  
Ukupan broj obolelih od ZBC u Evropi i Severnoj Americi iznosi do oko 2.5-3 miliona ljudi, dok 
u Srbiji tačan podatak ne postoj [23]. Epidemiološke studije ukazuju na najveću prevalencu ZBC u 
Evropi (UK 505/100 000 u Norveškoj; KB 322/100 000 u Nemačkoj) i Severnoj Americi (UK 286/100 
000 u SAD; KB 319/100 000 u Kanadi) [21]. Novije populacione studije ukazuju na potencijalni porast 
incidence u Južnoj Americi, istočnoj Evropi, Aziji i Africi [21, 24]. Porast prevalence ZBC do 
proksimalno 3% opšte populacije registrovan je u Kanadi, Danskoj, Nemačkoj, Mađarskoj, Australiji, 
Švedskoj i SAD [25-31]. Porast incidence i prevalence ZBC u zemljama istočne Evrope i Azije 
interpretira se boljim dijagnostičkim algoritmima, ali i efektu industrijalizacije i promenama faktora 
sredine [30]. Novije epidemiološke studije geografskih varijacija ZBC poslednjih godina ukazuju na 







ZBC se mogu javiti u pedijatrijskoj i adultnoj populaciji, sa bimodalnom starosnom distribucijom 
u adultnom periodu, najčešće kod mlađih individua starosti od 20 do 30 godina, dok drugi, ređi, starostni 
pik se javlja u periodu od 50 do 70 godine [34, 35]. KB najčešće počinje između 20 i 40 godine, dok UK 
u periodu od 30 do 40 godine [36, 37, 38].  Na osnovu novih epidemioških studija, rizik za nastanak ZBC 
isti kod muškaraca i žena [14, 15].  
Na osnovu prethodnih istraživanja koja su uključila različite etničke i rasne grupe stanovništva, 
Aškenazi jevrejska populacija pokazala je veći rizik za nastanak KB u odnosu na nejevrejsku belu 
populaciju [39]. Interesantno, među jevrejskim stanovništvom postoje značajne razlike u prevalenci ZBC 
u različitim geografskim regionima što ističe efekat faktora sredine [34, 39]. Sprovedena istraživanja 
ukazivala su da bela populacija predominantno oboleva od ZBC [34, 40]. Međutim, studije sprovedene 
u SAD ukazale su na češće obolevanje i belaca i Afričkih Amerikanaca od KB, dok su Meksikanci češće 
imali UK [41].  
Tačni podaci o incidenci i prevalenci ZBC u Srbiji i dalje ne postoje. Epidemiološke studije u 
Istočnoj Evropi su registrovale porast incidence i prevalence ZBC [33]. Prema rezultatima mađarske 
studije u periodu od 2002. do 2006.godine, incidenca ZBC je bila 18.9/100 000 stanovnika 2002.godine, 
a 4 godina kasnije bila je 29.9/100 000 [42]. Populaciona studija uradjena u periodu 2000-2004. godine 
u Hrvatskoj ukazala je na prosečnu incidencu UK 4.6/100 000, a za KB 6.5/100000 [43] 
1.4. Patogeneza zapaljnskih bolesti creva 
Dijapazon kompleksnih interakcija imunoloških, genetičkih, mikrobijalnih i faktora sredine 
doprinosi povećanju propustljivosti mukoze digestivnog trakta, aktivaciji i amplifikaciji imunskog 






na poremećenom imunološkom odgovoru na intestnalnu mikrofloru pod uticajem sredinskih faktora kod 
genetički predisponiranih osoba [46].  
Strachan-ova higijenska hipoteza iz 1989.godine imala je za cilj da objasni dramatičan porast 
atopijskih bolesti poremećajem imunskog odgovora usled poboljšavanja uslova lične higijene i 
redukovanom ekspozicijom mikrobima [47]. Noverr i Huffnagle su 2005.godine predstavili higijensku 
hipotezu nastanka ZBC kao poremećen odgovor imunskog sistema CD4+T helper (Th)-2 limfocita na 
intestinalnu mikrofloru u asocijaciji sa nekim okidačem faktora sredine [48].  
Crevna mikroflora ima metaboličku i imunološku ulogu u održavanju homeostaze i simbioze sa 
domaćinom [49, 50]. Sterilna humana intestinalna flora na rođenju, već u prvim satima života, 
kolonizovana je bakterijama. Porast broja i raznovrsnost bakterija intestinalne flore zavisi od toka 
porođaja, načina ishrane novorođenčeta i faktora sredine. U toku odrastanja diverzitet crevnih 
mikroorganizama se povećava do adultnog doba [49]. Crevna mikroflora je pod dinamičnim uticajem 
genoma domaćina, sredinskih faktora, kao i intestinalne inflamacije [49, 51]. Četiri najčešča bakterijska 
filuma crevne flore su Firmicutes, Bacteriodetes, Proteobacteria i Actinobacteria [52]. 
Faktori sredine mogu uticati na promene u sastavu intestinalne mikrobiote [53-55]. Najčešće 
proučavani faktori sredine kao faktori rizika za nastanak ZBC su stil života (pušenje, izlaganje stresu, 
spavanje, dijetetski režimi, dojenje novorođenčadi), upotreba farmakoloških agenasa (nesteroidni anti-
inflamatorni lekovi, antibiotici, oralni kontraceptivi, vakcinacija), ekološki faktori (zagađenje vazduha i 
vode, deficit vitamina D) i prethodne operacije (apendektomija) [53, 55].  
Prolongirane izmene režima ishrane mogu indukovati promene intestinalne mikrobiote [53, 56]. 
Studije vezane za ispitivanje faktora rizika za razvoj ZBC ukazale su na potencijalni protektivni efekat 






životinjskog porekla [57]. EPIC studija (the European Prospective Investigation into Cancer and 
Nutrition) koja je uključila oko 200 000 Evropljana iz šest različitih zemalja ukazala je da povećan unos 
omega-6-masne kiseline predstavlja faktor rizika za razvoj UK [57]. Nakon unosa namirnica bogatih 
linolnom kiselinom (crveno meso, određene vrste ulja i margarina) u organizmu dolazi do metaboličke 
konverzije u polinezasićenu omega-6 masnu kiselinu koja se naziva arahidonska kiselina. Ona 
predstavlja komponentu ćelijske membrane debelog creva, te njeno oslobađanje dovodi do daljeg 
metabolisanja u proinflamatorne medijatore prostaglandin E2, leukotrijen B4 i tromboksan A2 koji su 
povišeni u mukozi intestinuma UK [57]. Dosadašnja ispitivanja istakla su potencijalno protektivni efekat 
unosa ribe, voćnih vlakana, kalijuma i cinka na pojavu KB, ali ne i UK [58, 59]. Primena aditiva (šećer 
i zaslađivači, soli, surfaktanti, organski rastvarači, gluten, nanopatikule, transglutaminaze) u 
svakodnevnoj ishrani povećava rizik od autoimunih bolesti, potencijalno utiče na permeabilnost 
intestinlane membrane preko međućelijskih čvrstih veza („tight junction“) rezultujući prodorom stranih 
antigena i aktivacijom autoinflamatorne kaskade [60]. 
Upotreba visokih doza nesteroidni-antiinflamatornih lekova (NSAIL) u dužem vremenskom 
periodu dovedena je u vezu sa rizikom od nastanka KB i UK [17, 61]. Navedeni lekovi mogu dovesti do 
oštećenja mukoze digestivnog trakta efektom inhibicije sinteze prostaglandin-endoperoksida ili 
ciklooksigenaze (COX). COX posredovan poremećaj intestinalne epitelijane barijere doprinosi riziku od 
nastanka ZBC tako što utiče na interakciju između crevnih mikroba i intestinalnih imunih ćelija. Takođe, 
promene u agregaciji trombocita, oslobađanju proinflamatornih medijatora i mikrovaskularni odgovor 
na stres kao posledica upotrebe NSAIL može imati ulogu u nastanku UK i KB [61]. Neselektivni NSAIL 
blokiraju obe izoforme COX-1 i COX-2, dok su selektivni NSAIL COX-2 inhibitori [54, 62]. COX-1 
izoforma učestvuje u produkciji prostaglandina u cilju održavanja intestinalne epitelijalne barijere, a 






aktivnosti COX-2, ali podatak o potencijalno protektivnom efektu COX-2 inhibicije u ZBC nije dokazan. 
Iako kauzalni odnos nije utvrđen, objavljene su studije konfliktnh rezultata o efektu viših doza NSAIL 
na pogoršanje ZBC [62-67]. 
Promene u sastavu intestinalna mikrobiote u adultnoj populaciji mogu nastati kao posledica 
upotrebe antibiotika [47, 68]. Epidemiološka istraživanja su pokazala da je upotreba antibiotika bila 1.5 
puta češća kod pacijenta sa ZBC 5 godina pre postvljanja dijagnoze, a da lečenje pneumonije prvih 5 
godina života povećava rizik od nastanka KB [68, 69]. Sprovedenom meta-analizom registrovan je 
povećan rizik od nastanka KB, ali ne i UK kod povećang izlaganja antibioticima [70] 
Upotreba oralnih kontraceptiva je dovedena u vezu sa povećanim rizikom od nastanka KB i 
komplikovanog toka bolesti, dok asocijacija nije pokazana sa nastankom UK [71, 72]. Uticaj oralnih 
kontraceptiva na razvoj KB se može objasniti potencijalnom modifikacijom intestinalne permeabilnosti 
i promenama u mikrobioti dejstvom endogenih androgena [73]. 
Uprkos dokazanom protektivnom efektu duvanskog dima na UK, pušenje je jedan od 
najpoznatijih faktora rizika za nastanak i agresivniji tok KB [74, 75]. Sprovedena metacentrična 
istraživanja pokazala su dvostruko veći rizik kod pušača za nastanak KB, kao i značajniju asocijaciju 
između KB i pušenja kod pacijenata ženskog pola. Pušači sa KB imaju veći rizik od relapsa, pogoršanja 
nakon operativnog lečenja i reoperacije u poređenju sa nepušačima [76]. Mehanizam efekta pušenja na 
nastanak i tok ZBC je i dalje nepoznat, ali podaci studije na animalnom modelu nakon 24 nedelja 
izlaganja miševa duvanskom dimu ukazali su na alteraciju kolonične bakterijske flore, sa porastom 
koncentracije Lachnospiraceae, kao i poremećajem iRNA ekspresije intestinalnog mucina i citokina 
CXCL2, IFN-γ, IL-6 i TGF-β [77]. U humanoj populaciji registrovana je veća koncentracija Bacteroides-






 Dramatične ekološke okolnosti industrijalizacije u vidu porasta zagađenje vazduha i vode utiču 
i na incidencu ZBC, pojavu relapsa i uspeh terapije [79-82].  
Podaci o udruženosti KB i apendektomije su nekonzitentni, tačnije, rezultati nekih studija ističu 
prethodnu operaciju slepog creva kao faktor rizika za razvoj KB i navode vremenski period od 5 godina 
nakon operacije posle koga rizik za KB opada, dok rezulati drugih studija opovrgavaju navedeno [83-
86]. Interesantno, studije na miševima i opservacione studije na humanoj populaciji ukazuju na 
protektivni efekat operativnog odstranjenja slepog creva na UK, kao i postojanje inverzne veze između 
apendektomije i UK kod pacijenata mlađih od 20 godina [87, 88, 89]. Navedene asocijacije su se odnosile 
na apendektomije usled apendicitisa ili mezenteričnog limfadenitisa, dok asocijacije nisu utvrđene u 
slučaju drugih patoloških entiteta [88].  
Novija istraživanja ukazuju na značajnu ulogu deficita kalcitriola (vitamina D) u nastanku i 
aktivnosti ZBC [90, 91]. Osim protektivnog efekta na intestinalnu barijeru, kalcitriol utiče na urođeni i 
stečeni imunski odgovor tako što stimuliše ekspresiju NOD2/CARD15 (nukleotid-vezujući 
oligomerizacioni domen 2 / kaspaza regrutujući domen 15) i antimikrobnih peptida, i inhibira 
proinflamatorni odgovor Th1 i Th17 ćelija [91]. 
Trajna promena crevnog mikrobioma, sa promenom u interakciji humanog domaćina i bakterija, 
definiše se kao disbioza. Primenom tehnologije sekvenciranja nove generacije ('Next generation 
sequencing, NGS) ustanovljeno je da je disbalans crevne mikrobiote činilac nastanka ZBC, a ne neki 
specifični patogen. U poređenju sa zdravom populacijom, kod pacijenata sa ZBC uočena je smanjena 
zastupljenost i raznovrsnost filuma Firmicutes i Bacteroides, kao i porast Proteobacteria i Actinobacteria 
[92-94]. Takođe, studije su opisale razlike u sastavu mikrobiote pacijenta sa KB i UK, ukazujući na veću 
disbiozu i nestabilnost bakterijske mikroflore kod KB u odnosu na UK [95]. U ZBC dolazi i do 






ugljenih hidrata i sekretornih enzima. Na osnovu metagenomskih analiza potvrđen je 25% redukovan 
broj gena, a metaproteinskim istraživanjima smanjenje broja proteina u ćelijskim procesima [96]. 
Promene u mikrobiomu potencijalno mogu nastati usled postojanja izmenjenog imunološkog odgovora 
kod genetički predisponiranog domaćina [97]. Aktuelne su hipoteze o postojanju genetičkih defekata kao 
uzroku disbioze i potencijalo rizičnih alela gena NOD2 i ATG16L1 udruženih sa disbiozom [98, 99].  
Epidemiološke studije su potvrdile asocijaciju pozitivne porodične anamneze kod KB sa 
agresivnijim kliničkim tokom [100-102]. Familijarna pojava ZBC je u asocijaciji sa ranijim početkom 
bolesti kod obe forme [102]. Konkordantnost obolevanja monozigotnih blizanaca iznosi oko 50-60% za 
KB, dok za UK znatno manje do 18%, a u slučaju dizigotnih blizanaca za KB iznosi 12%, dok za UK 
oko 5% [101, 103].  
1.4.1 Uloga genetike u nastanku zapaljenskih bolesti creva 
U brojnim studijama koje su izučavale genomske asocijacije (GWAS-Genome Wide Association 
Study), do danas je identifikovano oko 240 rizičnih genskih lokusa udruženih sa nastankom KB i UK 
[104-106]. Doprinos registrovanih genetičkih lokusa u nastanku ZBC je 7.5% u slučaju UK, dok je 
neznatno viša vrednost 13.6% kod KB [107]. 
 Prvi identifikovan gen udržen sa KB bio je gen NOD2 (u okviru IBD1 lokusa) koji i do danas 
nosi najveći procenat rizika za natanak KB, a potom su detektovani i drugi značajni geni uključujući 
IL23R za ZBC, HLA za UK, autofagne gene ATG16L1 i IRGM udružene sa KB, itd. [107-115]. 
NOD2/CARD15 (nukleotid-vezujući oligomerizacioni domen 2 / kaspaza regrutujući domen 15) 
je intracelularni receptor koga eksprimiraju ćelije urođenog imuniteta i intestinalne epitelijalne ćelije 
[114, 116]. NOD2 ima sposobnost prepoznavanja peptidoglikana muramil dipeptida (MDP), 






koja rezultira translokacijom NF-κB u jedro i transkripcijom proinflamatornih gena [116]. Aktivacija 
NOD2 je u asocijaciji i sa transkripcijom defenzina koji čine komponentu mukusnog sloja intestinuma 
[116, 109]. Varijante u genu NOD2, posebno R702W, G908R i 3020insC, pokazale su do sada najjaču 
udruženost sa pojavom KB, dok ista nije registrovana za UK [114, 117]. Nosioci jednog rizičnog alela 
NOD2 imaju 8% veći rizik od razvoja komplikovane forme KB, dok nosioci dva rizična alela (složeni 
heterozigotni i homozigotni nosioci) imaju približno 41% veći rizik [118]. Na osnovu sprovedenih 
ispitivanja dokazano je da receptori NOD2 kodirani pomenutim genskim varijantama redukuju NF-kB 
aktivaciju i antimikrobni odgovor, suprimiraju transkripciju antiinflamatornog citokina IL-10 što 
rezultira bakterijskom invazijom i inflamatornom aktivacijom uz redukciju TLR (eng. toll-like receptors) 
2 inhibicije i pojačan Th1 odgovor [119, 120].  
Brojne sprovedene studije opisuju povezanost KB i UK sa IL23R genom, ukazujući na značaj IL-
23 posredovane signalne kaskade u ZBC [121, 122]. Identifikovana varijanta IL23R381Q (rs11209026) 
povezana sa protektivnim efektom od nastanka KB, udružena je sa redukovanom STAT3 fosforilacijom 
i smanjenim brojem T ćelija aktiviranim preko IL-23 [122]. Značajna asocijacija je utvrđena sa 
postojanjem ekstenzivnog UK i HLA A1-B8-DR3-DQ2 haplotipa koji ima recesivni rizik i za razvoj 
primarnog sklerozirajućeg holangitisa koji je udružen sa povišenim rizikom za razvoj kolorektalnog 
karcinoma [123].  
 Opisani genski lokusi indikovali su potencijalne nove mehanizme nastanka ZBC uključujući 
autofagiju, kao i udruženost sa drugim autoimunskim bolestima kao što su reumatoidni artritis, sistemski 
lupus eritematozus (SLE), multipla skleroza ili psorijaza [114, 124]. Narušena intestinalna barijera i 
povećana intestinalna propustljivost kod ZBC može biti posledica poremećaja u regulaciji apoptoze 
epitelijalnih i mukoznih T ćelija sa potencijalnim mehanizmima koji uključujuju Bcl-2/Bax proteine, 






identifikovala su gene udružene sa funkcijom epitelijalne barijere intestinuma kao značajne za nastanak 
UK, dok je kod KB ustanovljeno da su za nastanak značajni geni uključeni u celularni urođeni imunitet 
[111-113]. Varijante gena uključenih u procese autofagije, fagocitoze i regulacije Panetovih ćelija kao 
što su NOD2, IRGM, ATG16L1 i NCF4/NCF2 asocirane su sa ranim početkom i strikturirajućim 
fenotipom KB, dok su varijante u genima IL-10/IL10R udružene sa komplikovanom i ranom formom 
ZBC [126, 127].  Jedna od najvećih multicentričnih studija koja je objedinila 49 centara iz 16 zemalja 
ukazala je na asocijaciju tri genska lokusa NOD2, MHC i MST1 3p21 sa lokalizacijom ZBC prema 
Montrealskoj klasifikaciji i redefinisala ZBC na tri subtipa oboljenja UK, KB kolonične i KB 
tankocrevne lokalizacije [123]. Istraživanje je pokazalo da je ekstenzivnost ZBC delom genetički 
determinisana i da je glavna smernica daljem ponašanju bolesti kroz vreme [123]. 
Genetičke studije vezane za ZBC na srpskoj populaciji nisu brojne i do sad su pokazale asocijaciju 
između nastanka i prezenetacije ZBC i varijanti u genima NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg, 
Leu1007fsinsC), TLR4 (Asp299Gly), TNF-α (G-308A), IL6 (G-174C) i IL1RN VNTR, kao i u genu IL10 
rs3024505 [128, 129].  Uočena je veća učestalost rizičnih varijanti NOD2 gena kod pacijenta sa KB 
ilealne lokalizacije, kao i udruženost ovog fenotipa sa prisustvom IL-6 -174C alela.  Pacijenti sa KB 
nosioci genetičke varijante TLR4 299Gly imali su veći rizik od operativnog lečenja na dijagnozi, 
sugerišući fulminatan i komplikovaniji tok bolesti [130]. Takođe, pokazana je veza između varijanti 
C1236T, G2677T/A i C3435T u genu MDR1 i nastanka UK kod ZBC pacijenata u Srbiji [131].  
1.4.2 Uloga imunskog sistema u razvoju zapaljenskih bolesti creva 
Crevni epitel, u fiziološkim uslovima permeabilan za esencijalne nutritijente, predstavlja 
efektivnu barijeru bakterijskoj translokaciji i luminalnim agensima pomoću funkcionalnih međućelijskih 
tesnih spojeva, intestinalnih ćelija i mucinskog glikoproteinskog omotača [132]. Crevni epitel čine 






Panetove ćelije koje sekretuju antimikrobne agense, M (microfold) ćelije koje omogućavaju transport 
luminalnih antigena do sloja lamine proprie i imunskih ćelija [132, 133].  
Promene u integritetu intestinalne barijere zavise od genetičke pozadine domaćina i uticaja 
različitih egzogenih antigena. [134, 135]. Primarni događaj u patofizilogiji ZBC predstavlja narušen 
integritet i povećana propustljivist epitelijalne membrane koja omogućava prodor luminalnih antigena i 
bakterija u dublje slojeve tkiva digestivnog trakta [115, 135, 136]. Interakcija izmedju mikrobioma i 
imunskog odgovora domaćina odvija se preko familije receptora intestinuma koji prepoznaju opšte 
molekularne obrasce bakterijskih antigena (eng. pattern recognition receptors (PRRs)), održavaju 
imunološku toleranciju prema komensalnoj flori i aktiviraju singnalne kaskade sa ciljem eliminacije 
invazivnih bakterija [137]. Disbalans homeostaze navedenih mehanizama aktivacije imunskog odgovora 
i održavanja tolerancije utiče na nastanak KB i UK [138]. 
Razvoj imunološke tolerancije prema crevnoj mikrobioti u fiziološkim uslovima omogućava 
minimalna izloženost mikroorganizmima, adekvatno prepoznavanje mikroflore kao i intra/interćelijski 
mehanzmi aktivirani signalima mikroba [138, 139]. Ćelije urođenog imuniteta uključujući makrofage, 
dendritske ćelije i neutrofile regulišu aktivnost ćelija specifičnog imuniteta [115, 137, 138]. Sinteza 
interleukin 10 (IL-10), transformirajućeg faktor rasta (eng. transforming growth factor) TGF-β i 
retinoične kiseline utiče na diferencijaciju regulatornih Foxp3-Treg limfocita (eng. forkhead box P3) 
važnih za supresiju imunološkog odgovora [138, 139]. Studije na animalnim modelima dokazale su 
nastanak kolitisa kod miševa sa deficitom IL-10 i TGF-β [140]. Smanjenje Treg i povećanja broja 
efektorskih T ćelija usled izostanka navedenih molekula ili promene sastava citokina koje sekretuju ćelije 
urođenog imuniteta doprinosi nastanku ZBC [115, 137]. Navedena narušena imunološka homeostaza 






azotni metaboliti, hemokini i citokini  (TNF-α, IFN-ɣ, IL-1, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23) koji kaskadno 
dovode do nekontrolisane hronične infamacije [115, 137]   
Centralnu ulogu u oštećenju mukoze kod ZBC imaju T limfociti. Aktivacija ćelija urođenog 
imuniteta lamina proprie (makrofaga i dendritičnih ćelija) stimuliše sekreciju proinflamatornih citokina 
[141]. Perzistiranje zapaljenskog procesa odvija se stimulacijom stečenog imunskog odgovora, najčešće 
posredovanog efektorskim CD4+T pomoćnim (Th, eng. T helper) ćelijama i redukovanom apoptozom 
ovih ćelija. Diferencijacija efektorskih CD4+Th ćelija je determinisana profilom citokinske signalizacije 
i vrstom invazivnog patogena, interakcijom određenih citokina i STAT (eng. signal transducer and 
activator of transcription) faktora. Stratifikacija Th1 i Th2 ćelijske linije zasnovana je na imunološkoj 
funkciji, ekspresiji transkripcionih faktora i citokinskom profilu [141, 142]. Th1 ćelije imaju protektivnu 
ulogu u odbrani od intraćelijskih patogena kao što su bakterije i virusi tako što sekretuju interferon 𝛾 
(IFN-𝛾). Antigen prezentujuće ćelije kao odgovor na intracelularne patogene sekretuju IL-12 koji 
promoviše Th1 ćelije i dovodi do povećane ekspresije T-box transkripcionog faktora (T-bet) i sekrecije 
IFN-γ [138, 142]. Th2 ćelije učestvuju u odbrani domaćina od helminata, eksprimiraju transkricioni 
faktor GATA vezujući protein 3 (GATA-3) putem STAT6 fosforilacije i produkuju IL-4, IL-5, IL-13 
[138, 143].  Bilaterealna regulacija Th1/Th2 polarizacije odvija se putem IFN-𝛾 i IL-4, kao i ekspresijom 
specifičnih transkripcionih faktora T-bet i GATA-3, principom antagonističkog efekta [142-144].  
Prethodno prihvaćena paradigma ključne uloge pomoćnih CD4+Th1 ćelija u KB i Th2 ćelija u 
UK u cilju održavanja hronične inflamacije je prevaziđena otkrićem značaja imunskog odgovora Th-17 
ćelija. Proinflamatorni citokin IL-23 stimuliše ekspanziju Th17 ćelija koje produkuju inflamatorne 
citokine i hemokine uključujući IL-17A i IL-17F. Navedeni mehanizam danas predstavlja jedan od 







1.4.2.1 Th17 profil zapaljenskih bolesti creva  
Naivne CD4+ ćelije se delovanjem specifičnih citokina diferenciraju u efektorske Th1, Th2, Th9, 
Th17 i folikularne helper T (Tfh) ćelije [138, 144]. Promoteri T ćelijske polarizacije su citokini urođenih 
imunskih ćelija koji prepoznaju specifične molekularne obrasce različitih grupa mikroorganizama (eng. 
microbe-associated molecular pattern (MAMPs)) [138, 144]. Determinacija T ćelijskih subtipova i 
njihovog citokinskog profila zavisi od ekspresije transkripcionih faktora: T-bet (IFN-γ; Th1 ćelije), 
GATA 3 (IL-4, IL-5, IL-13; Th2 ćelije), Bcl-6 (Tfh), Etv5 i PU.1 (IL-9, Th9 ćelije), RORγt (IL-17A/F, 
IL-22; Th17 ćelije), FoxP3 (FOXp3+Treg), dok su BATF, IRF1 i  T ćelijski receptor IL-2-indukovane 
tirozin kinaze (ITK) važni za Tr1 ćelije [145-148]. Međutim, novijim istraživanjima dokazano je 
postojanje transdiferentovanih T ćelijskih populacija koje eksprimiraju transkripcione faktore i citokine 
više različitih Th subtipova. Navedene Th ćelije uljučujući Th17 se odlikuju takozvanim plasticitetom tj 
višestrukim imunskim odgovorima [149].  
Th17 ćelije sekretuju različite citokine IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 i granulocitno-makrofagni 
kolonijalno stimulirajući faktor (GM-CSF), kao i hemokinske CXC ligande CXCL8 i CCL20. Odlikuju 
se višestrukim biološkim funkcijama, učestvuju u zaštiti epitelijalnih i mukoznih barijera od 
ekstraćelijskih mikroba, ali imaju i ulogu u patogenezi različitih autoimunskih oboljenja uključujući ZBC 
[144, 149]. Inflamirana mukoza intestinuma pacijenata sa ZBC odlukuje se masivnom infiltracijom Th17 
ćelija i produkcijom Th17 proinflamatornih citokina [150]. Takođe, identifikovani genski lokusi 
asocirani sa ZBC obuhvatali su gene udružene sa ulogom Th17 ćelija kao što su IL23R, IL12B, JAK2, 
STAT3 i CCR6 [150]. 
Razvoj Th17 ćelija počinje u timusu, poreklom od naivnih T ćelija progenitora koje eksprimiraju 
membranski C-tip lecitinski receptor CD161, čiji ligand i funkcija nisu dovoljno istraženi, i citokinske 






pomenute receptore kombinovano utiču na polarizaciju Th17 ćelije, efektom promocije ili supresije 
određenih transkripcionih faktora [150, 151]. U inflamiranoj mukozi intestinuma povišene vrednosti IL-
6, zajedno sa IL-1𝛽 i faktorom nekroze tumora alfa (TNF-𝛼) utiču na indukciju diferencijacije Th17 
ćelija,  dok je IL-23 krucijalan za njihovu proliferaciju i opstanak [149].  
Transkripcioni faktor ključan za Th17 ćelijsku diferencijaciju je RORγt. On se aktivira preko IL-
6 i IL-23 JAK/STAT3 singalne kaskade i dalje reguliše ekspresiju proinflamatornih gena, uključujući i 
IL17A/F i IL23 [151, 152]. Međutim, RORγt ima ulogu u regulaciji transkripcije samo nekoliko genskih 
lokusa u Th17 ćelijama, dok je njegova ekspresija pod uticajem sredinskih faktora što čini Th17 ćelije 
sklone funkcionalnoj modifikaciji [152]. Citokin IL-21 utiče na povećanu ekspresiju IL-23R na 
membrani Th17 ćelija koji dalje aktivira STAT3 i RORγt [151, 153, 154]. Uloga TGFβ u Th17 
diferencijaciji je dvostruka i dozno zavisna. Nizak nivo TGFβ uz IL-6 favorizuje dalju Th17 polarizaciju, 
dok visoke koncentracije inhibiraju ROR𝛾t i indukuju FOXP3 ekspresiju u pravcu dalje Fox3+Treg 
diferencijacije [151]. Ulogu u regulaciji genske ekspresije i Th17 ćelijskoj diferencijaciji imaju i drugi 
traskripcioni faktori, uključujući i bazični leucin ziper TF (BATF), interferon regulatorni faktor 4 (IRF4), 
aril-hidrokarbonski receptor (AHR) kao i RORα [151, 155-158].  
Inflamatorni hemokini stimulišu migraciju Th17 ćelija do intestinalnog tkiva zahvaćenog 
zapaljenjem. Ekspresija hemokinskih receptora (CCR6R) koji imaju ulogu u proliferaciji Th17 ćelija u 
intestinalnoj mukozi regulisana je PLZF proteinom (eng. promyelocytic leukemia zinc finger protein) 
pomoću CCL20 liganda [159]. Takođe, TGFβ i IL-6/ IL-21 indukuju ekspresiju IL-23R na površini Th17 
ćelija, a citokin IL-23 preuzima dalju ulogu stabilizatora ovog ćelijskog tipa. Istraživanja su pokazala da 
citokini IL-12, IFN-γ i IL-24 deluju inhibitorno na Th17 polarizaciju, dok IL-21 ima autokrini efekat na 






Identifikacija Th17 ćelija koje produkuju IL-17 i IFN-γ je prvi put opisana u intestinumu 
pacijenata sa KB [163]. TGF𝛽 je neophodan za ekspresiju IL-17A/F, ali u nedostatku istog IL-23 i IL-
12 mogu suprimirati IL-17 i mehanizmom STAT4 i T-bet signalne kaskade doprineti produkciji IFN-γ 
[164]. Polarizacija Th17 ćelija u Th1 ćelije se odvija stimulacijom IL-12 i ekspresijom Th1 
transkripcionog faktora T-bet, sa smanjenjem ekspresije ROR𝛾t i IL-17. Navedene ćelije se nazivaju 
Th17.1 i imaju mogućnost sekrecije IL-17 i dominantno IFN-𝛾. U poređenju sa klasičnim Th1, ove ćelije 
se karakterišu ekspresijom membranskog CD161 receptora progenitora Th17 ćelija. (Slika 1). In vivo 
istraživanja ističu ulogu IL-23 kao promotora konverzije IL-17A sekretujućih u IFN-𝛾 produkujuće T 
ćelije [165]. Navedena transdiferencijacija Th17 ćelija opisana je u humanim i animalnim uzorcima ZBC, 
intestinalnim infekcijama Helicobacter hepaticus i Citobacter rodendium [151, 163, 165-167]. 
 
 
Slika 1. Šematski prikaz diferencijacije Th17, Th1/Th17 i Th1 ćelijskih podtipova. Modifikovano iz 






Uzajamna regulacija proliferacije Th17 i Treg ćelija održava homeostazu u intestinumu. 
Diferencijacija navedenih ćelijskih tipova je po uticajem TGF𝛽. On vrši promociju Treg ćelija 
indukcijom ekspresije Foxp3, dok u prisustvu IL-6 navedena ekspresija je inhibirana stimulacijom 
ekspresije IL-23R i ROR𝛾 i daljom diferencijacijom Th17 ćelija [169, 170]. Studije na animalnim 
modelima identifikovale su postojanje Th17/Treg ćelije prekursora koja simultano vrši dvostruku 
ekspresiju ROR𝛾t i Foxp3 (Sika 2). Kontrola Th17/Treg ćelija u smeru promocije Th17 ćelija preko 
STAT3 mehanizma iz prekursorne ćelije odvija se pomoću heterodimeričnog hipoksija inducibilnog 
faktora 1α (HIF-1 α)[171].  
 
Slika 2. Šematski prikaz diferencijacije Treg, Th17/iTreg i Th17 ćelijskih podtipova. Modifikovano iz 
rada Julio Gálvez iz 2014.godine [144] 
Disbalans proinflamatornih i antiinflamatornih signala kod ZBC dovodi do migracije leukocita u 






okidači imunskog odgovora u intestinumu kod KB i UK, što se u kliničkoj praksi manifestuje različitim 
fenotipovima bolesti kao i individualnim terapijskim odgovorima [171]. Povišene vrednosti Th17 
citokinskog profila registrovane su u tkivu pacijenata sa UK i KB uključujući IL-17A/F, IL22, IL-26, IL-
21 i IL-23 [151, 161]. Prethodno je opisano da je KB povezana sa aktivnosti Th1 i Th17 ćelija, dok je 
UK najverovatnije posledica citokinskog profila Th2 ćelija [171, 172].  
Stimulisane sekrecijom IL-12, Th1 ćelije sekretuju IFNγ, TNFα i IL-12, dok IL-13 indukuje Th2 
ćelijski odgovor i sekreciju IL-4, IL-5 i IL-13. Poremećen Th1 imuni odgovor udružen sa povišenim 
vrednostima IL-18 i IL-12 doveden je u vezu sa nastankom KB, dok NK ćelije u UK oslobađaju veće 
količine IL-13 i imaju značajno mesto patogenezi [138].  
U poređenju sa KB, sekrecija IL-5 kod UK dovodi do efikasnije aktivacije B ćelija [173]. 
Međutim, opisane Th ćelije u UK nemaju tipične osobine Th2 ćelija, produkujući niske nivoe IL-4. 
Citokinski profil antigen prezentujućih ćelija u KB koji uključuje citokine IL-12, IL-18, IL-23 i TGFβ 
dovodi do diferencijacije Th1 i Th17 ćelija [171, 173]. Dalja proliferacija Th1 i Th17 ćelija u KB vrši se 
daljom sintezom proinflamatornih citokina IL-17, INF-γ i TNFα uz cikličnu stimulaciju antigen 
prezentujućih ćelija, makrofaga, fibroblasta i endotelnih ćelija koje sekretuju citokine IL-1, IL-6, IL-8, 
IL-12 i IL-18 [136, 171]. O uticaju Th17 celija na razvoj ZBC govori i to da su varijante u genima STAT3 
i IL23R, važnim za Th17 celijski odgovor, asocirane sa nastankom ZBC [151, 174]. Rezultati 
sprovedenih studija ističu da su u perifernoj krvi i inflamiranom intestinumu pacijenata sa ZBC 
detektovane Th17.1 ćelija koje produkuju IL-17 i IFN-γ [151, 175]. 
U uslovima normalne crevne homeostaze TGFβ vrši promociju Treg ćelija [176, 177]. Kod ZBC 
TGFβ uz druge signale proinflamatornih citokina i mikroba dovodi do prolferacije Th17 ćelija [171, 
177].  Prema rezultatma istraživanja na eksperimentalnim modelima, inflamatorni proces u kolonu je 






molekul supresor citokinske signalizacije 3 (SOCS3) STAT3 mehanizma, narušava ravnotežu 
STAT3/STAT5 i rezultira promocijom Th17 ćelija, što može objasniti konvertovanje Treg u IL-17+ 
Foxp3+ T ćelije [178].  Takođe, u slučaju mutacije transkripcionog faktora Treg ćelija Foxp3, prisustvu 
nefukcionalnih Treg ili njihovom odsustvu u mukozi, registrovana je izraženija inflamacija intestinuma 
udružena sa limfocitnom infiltracijom kod pacijenata sa ZBC [171, 179, 180]. Podaci o povišenom nivou 
apoptoze Treg u inflamiranoj sluznici kolona ZBC u poređenju sa neinflamiranom je ukazala na 
potencijalnu ulogu ovih ćelija u nastanku bolesti [181] 
1.5. Uloga citokina u razvoju zapaljenskih bolesti creva 
Infamacija posredovana Th17 ćelijama predstavlja jednu od centralnih mehanizama patogenneze 
ZBC [144]. Navedene ćelije imaju sposobnost produkcije proinflamatornih citokina IL-17A i IL-17F, 
IL-21, IL-22, IL-26, IL-8, IL-10, TNF-𝛼 i GM-CSF koji kaskadno vrše stimulaciju imunskih ćelija i 
direktno ili indirektno dovode do oštećenja tkiva digestivnog trakta [144]. Imaju sposobnost sekrecije 
CXC liganda CXCL8 i CCL20. Centralnu ulogu u inflamaciji imaju citokini IL-17A/F koji vrše 
aktivaciju i inicijaciju migracije granulocita, ćelija epitela i endotela, fibroblasta i makrofaga, stimulišući 
dalju sekreciju proinflamatornih medijatora kao što su IL-6, TNF-𝛼, IL-1𝛽, GM-CSF, G-CSF, 
prostaglandina E2, hemokini, azot-oksid, i matriksne metaloproteinaze [182]. CCL20 predstavlja ligand 
za hemokin CC receptor CCR6 koji se eksprimira na različitim imunim ćelijama uključujući Th17, 
dendritske ćelije i B ćelije. Oslobađanje CCL20 iz Th17 ćelija nakon aktivacije IL-17 dovodi do dalje 
proliferacije Th17 ćelija na mestu inflamacije u intestinumu [183]. Th17 ćelije produkuju IL-21 koji ima 
ulogu u promociji Th1 ćelijskog odgovora i diferencijaciji Th17 iz ćelije prekursora [184]. Th17 ćelije 
vrše sekreciju TNF-𝛼 i GM-CSF što rezultira daljom aktivacijom neutrofila u procesu inflamacije kod 
ZBC [144]. Signalna kaskada IL-23/Th17 predstavlja važan regulator intestinalne homeostaze i činilac 






Novi studijski protokoli u ZBC su aktuelno bazirani na proflisanju terapijskih algoritama 
usmerenih na IL-23/Th17 osovinu. Prema dosadašnjim rezultatima, blokada aktivacije receptora IL-23 
(IL-23R) sprečava nastanak kolitisa kod miševa, dok se u kliničkim studijama monoklonska antitela 
usmerena na p40 subjedinicu IL-23R primenjuju u lečenju KB kao inhibitori kako IL-12, tako i IL-23 
[186-188]. Međutim, studije bazirane na testiranju AIN457, monoklonskog anti–IL17A antitela u terapiji 
KB, ukazale su  da inaktivacija IL-17A dovodi do pogoršanja bolesti [189].   
Značajna uloga inflamatornih citokina u razvoju ZBC predstavlja stimulaciju i održavanje 
hroničnog zapaljenskog procesa pomoću promocije i transkripcije drugih proinflamatornih medijatora. 
Analiza ekspresionih profila u oboleloj mukozi intestinuma i njihovih interakcija, uticaj iste na fenotip i 
dalji tok bolesti, važna je za identifikaciju mehanizama patogeneze kod ZBC, kao i na poboljšanje 
terapijskog odgovora u njihovom lečenju [190, 191]. Takodje, analiza zdrave mukoze pacijenata sa ZBC 
može biti informativna za razumevanje nastanka i toka bolesti, s obzirom da je pokazano da i delovi 
intestinuma nezahvaćeni inflamacijom kod pacijenata sa ZBC imaju povišenu ekspresija 
proinflamatornih citokina [192, 193].  
1.5.1 Uloga citokina IL-23 u nastanku zapaljenskih bolesti creva 
IL-23 je proinflamatorni medijator koga sekretuju dendritske ćelije, monociti i makrofagi u 
perifernim tkivima kao što su submukoza intestinuma, koža i pluća. Citokin IL-23 je heterodimer sa dve 
subjedinice, subjedinice IL-12p40 koja je kodirana IL12B genom (koja pored IL-23 ulazi i u sastav 
citokina IL-12), kao i subjedinice IL-23p19 kodirane IL23A genom [194, 195]. 
IL23A gen se nalazi na hromozomu 12 u regionu q13.3 (HGNC: 15488) i obuhvata regiju od 1531 
baznih parova (bp) koju čine 4 egzona i 3 introna. Transkript IL23A iznosi 1041bp sa 166 bp 5' 






UTR [196]. Protein kodiran IL23A genom (IL-23p19 subjedinica) se kovalnetno vezuje za p40 
subjedinicu da bi formirao kompletan IL-23 [197].  
IL-23 svoju biološku funkciju ostvaruje vezujanjem za IL-23 receptor (IL-23R), prisutan na 
aktiviranim T ćelijama, NK ćelijama, monocitima/makrofagima i DC. Nakon vezivanja za receptor, 
dolazi do aktivacije Janus kinaze 2 (JAK2) i tirozin kinaze 2 (TYK2) koje dovode do fosforilacije 
receptora, kao i fosforilacije STAT3 i STAT4 po vezivanju za receptor [198]. Proces fosforilacije dovodi 
do formiranja STAT3/STAT4 heterodimera i njihove translokacije u jedro gde kaskadno aktiviraju 
ciljane gene. Dok je fosforilacija STAT4 od značaja za povećanu produkciju IFN-γ i dalju diferencijaciju 
Th1 ćelija, STAT3 je esencijalan za ekspresiju IL- 17A, IL-17F i transkripcionog faktora ROR γt kod 
Th17 ćelija [194, 195, 198]. 
Iako IL-23 ima sličnu biološku strukturu kao IL-12, njihova funkcionalna uloga nije ista. IL-23 
učestvuje u regulaciji Th17 ćelijskog odgovora, dok IL-12 ima esencijalnu ulogu u odbrani od 
intracelularnih patogena aktiviranjem Th1 ćelija i porastu sekrecije IFN-γ i TNF-α [195] (Slika3.) 
 
Slika 3. Šematski prikaz IL-23 i IL-12 signalnog mehanizma. Modifikovano iz rada Teng MW i 






Diferencijaciji Th17 ćelija doprinose citokini TGF-β i IL-6.  Th17 ćelije sekretuju IL-21 koji dalje 
autokrino stimuliše njihovu proliferaciju. IL-23 ima ključnu ulogu u održavanju i ekspanziji Th-17 
imunološkog odgovora sekrecijom IL-17 i ekspresijom transkripcionog faktora RORγt [197, 199].  
Prema sprovedenim studijama u mukozi intestinuma identifikovano je nekoliko mehanizama regulacije 
intestinalne inflamacije supresijom IL-23 uključjući efekat LAG3 (eng. Lymphocyte-activation gene 3), 
interakcijom Treg i MHC II molekula na CX3CR1+makrofagima, kao i smanjenom ekspresijom IL-23R 
delovanjem vitamina D [200, 201].  
Intestinalna sluznica predstavlja tkivo sa najvećom ekspresijom IL-23. Jedna od potencijalnih 
funkcija IL-23 u održavanju intestinalne homeostaze je supresivni efekat na Treg ćelije i aktivacija 
celularnog imuniteta u slučaju infekcije [197]. 
Proinflamatorni profil mukoze intestinuma pacijenta sa KB odlikuje se povišenim nivoom 
sekrecije IL-23 od strane makrofaga lamine proprije i daljom promocijom Th1 i Th17 imunskog 
odgovora [202]. Imunomodulatorna uloga IL-23 se primarno može odvijati u mezenteričnim limfnim 
čvorovima kao odgovor mijeloidnih dedritičnih ćelija na stimulaciju bakterijskim antigenima [202, 203]. 
Sakuraba i autori dokazali su da mijeloidne dedritične ćelije u KB sekretuju veću količinu IL-23, a manju 
IL-10. Navdena neravnoteža u količini IL-23 i IL-10 utiče na indukciju dominantno Th1 ćelijskog 
odgovora u KB [203].  
Sprovedene GWAS studije su ukazale na veliki broj genetičkih varijanti u regionu IL23R gena 
udruženh sa nastankom KB i UK [198, 204-206]. Nastanak KB je asociran sa IL23R genom na 
hromozomu 1p31, dok je kodirajuća varijanta u ovom genu rs11209026 (c.1142G>A, p.Arg381Gln) 
povezana sa smanjenim rizikom za nastanak KB [204]. Pokazana je udruženost IL23R G149R sa 






varijanta IL23R R381Q (Arg381Gln) asocirana je sa protektivnim efekatom od razvoja KB u 
pedijatrijskoj populaciji [207]. 
Studije koje su ispitivale serološke vrednosti IL-23 u ZBC potvdile su važnu proinflamatornu 
ulogu ovog citokina u patogenezi KB i UK.  U serumu pacijenta sa ZBC registrovane su značajno više 
vrednosti IL-23 u odnosu na kontrole, sa izrazito višim vrednostima kod KB u odnosu na UK. Takođe, 
značajan porast je uočen kod ZBC pacijenata sa perifernim ili aksijalnim artritisom [208]. Takođe, 
utvrđena je pozitivna korelacija između seroloških vrednosti IL-23 i nivoa azot-monoksida kod 
pacijenata sa KB [209]. Brojne sudije su potvrdile povišene vrednosti IL-23 u serumu pacijenata sa UK 
u odnosu na kontrole, kao i pozitivnu korelaciju sa aktivnošću bolesti kod UK [198, 210, 211]. 
  Na osnovu sprovedene meta-analize genske ekspresije celih genoma (tzv. transkriptomske 
analize), ustanovljeni su slični ekpresioni profili u oboleloj sluznici kolona UK i KB, osim u slučaju 
IL23A koji je značajno bio povišen kod UK u odnosu na KB [212].  Analiza IL-23 mRNA i proteinske 
ekspresije u mukozi intestinuma pacijenata sa ZBC ukazala je na  povišene vrednosti u oboleloj sluznici 
kod KB u poređenju sa UK i zdravm kontrolama, dok su rezulati jedne studije detektovali povišenu 
ekspresiju IL-23 p19 subjedinice u pozitivnoj korelaciji sa IL17A kod UK,  a kod KB pozitivno je 
korelisala sa IFNγ [213, 214]. Navedeni rezultati ukazali su da bi IL-23 mogao biti potencijalni regulator 
diferencijacije Th1/Th17 u ZBC. Pokazano je da su pacijenati sa KB koji su imali loš odgovor na terapiju 
anti-TNF imali povišen nivo ekspresije IL-23 mRNA u intestinalnoj mukozi pacijenata, i ukazalo na IL-
23 kao potencijalan molekurani faktor rezistencije [213]. 
Stimulus antigenom mikroba u lamini propriji može biti esencijalni pokretač dalje produkcije IL-
23 u ZBC. Primenom imunohstohemijske analize je pokazano da makrofagi i mijeloidne dendritske ćelije 
pacijenata sa KB imaju sposobnost produkcije višeg nivoa IL-23 i nižeg nivoa IL-10 u odnosu na kontrole 






pacijenata sa KB koji eksprimiraju CD14 (eng. cluster of differentiation) kao ko-receptora u detekciji 
bakterijskih lipopolisaharida, sintetišu više IL-23 u poređenju sa UK ili kontrolama [198, 202]. Sekrecija 
IL-23 od strane makrofaga u ZBC može biti inhinbirana delovanjem anti-TNF terapije (infliksimab, 
adalimumab) [215]. 
Uzimajući u obzir ulogu IL-23, kao i singnalnog puta IL-23/Th17 u aktivaciji intestinalne 
inflamacije, predloženo je nekoliko smernica za nove terapijske algoritme u lečenju ZBC. Jedna od 
strategija predstavlja blokadu zajedničke subjedinice p40 koja ulazi u sastav IL-23 i IL-12 čime se 
zajedno modulira i Th1 i Th17 ćelijski odgovor. Druga strategija se odnosi na blokadu IL-23 specifične 
p19 subjedinice selektivno usmerene na obolelu mukozu digestivnog trakta (Slika 4) [199]. Farmakološki 
potencijal za lečenje ZBC uočen je primenom inhibitora tirozin kinaze Jak-STAT signalnog puta [216].   
 
Slika 4. Šematski prikaz molekularnog targetiranja IL-23/Th17 signalnog puta u ZBC. Modifikovano 






1.5.2 Uloga citokina IL-17 u natanku zapaljenskih bolesti creva 
IL-17 je proinflamatorni citokin koji učestvuje u odbrani domaćina od ekstracelularnih bakterija 
i gljivičnih infekcija. Sa druge strane, neregulisana produkcija IL-17 dovodi do hroničnog zapaljenja, 
oštećenja tkiva i potencijalnog razvoja autoimunskih oboljenja uključujući ZBC [217].  
Th17 ćelije i ćelije urođenog imuniteta kao što su prirodne ćelije ubice (NK ćelije), ćelije 
induktori limfoidnog tkiva, Panetove ćelije i neutrofili produkuju proinflamtorne citokine IL-17A i IL-
17F [217, 218]. Navedeni citokini imaju ulogu u zaštiti mukoznih barijera od invazivnih patogena i 
aktivaciji fibroblasta, epitelnih i endotelnih ćelija i migracije neutrofila. Simultano učestvuju i u indukciji 
sekrecije drugih proinflamatornih medijatora (IL-6, IL-1, TNFα), antimikorobnih faktora kao što su 
defenzini, hemokini i matriksne metaloproteinaze (MMP1, MMP3, MMP13). Matriksne 
metaloproteinaze su proteolitički enzimi koji učestvuju u remodelovanju tkiva razgradnjom komponenti 
ekstraćelijskog matriksa i utiču na ćelijsku diferencijaciju, proliferaciju, migraciju i apoptozu [218-220]. 
Gen IL17 je kloniran iz hibridoma koji je nastao fuzijom citotoksične T ćelije miša i limfoma 
pacova i inicijalno nazvan CTLA-8 (eng. Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 8). Iako je početna 
pretpostavka bila da je ovaj gen poreklom iz mišijeg citotoksičnog T-limfocita, dalja ispitivanja su 
potvrdila gensko poreklo iz T ćelija pacova, sa velikim brojem adenin-uracil bogatih ponovaka u 
3'regionu iRNK  [221, 222]. Ova osobina iRNK identifikovanog gena ukazala je na veliku sličnost sa 
iRNK faktora rasta, citokina i onkogena [221]. Dajim ispitivanjima kodirani protein ovim genom je 
označen kao IL-17, a uspešnim sekvencioniranjem genoma čoveka utrđeno je da familiju   IL-17 čini 
šest srodnih citokina (IL-17A-F) [222]. Geni IL17A i IL17F se nalaze na hromozomu 6 u regionu p12.2 
(HGNC: 5981; HGNC 16404). IL17A je dužine 4252 b, sa 3 egozna i 2 introna. Transkript IL17A iznosi 
1859 bp (45bp 5'UTR, 468 bp kodirajuće sekvence i 1346bp 3' UTR). Gen IL17F obuhvata 7.86 kb koju 






Familija IL-17 (A-F) su homodimerni glikoproteini sa 4 visoko očuvana cisteinska ostatka koja 
formiraju dva disulfidna mosta [223].  IL-17A može da formira homodimer disulfidnom vezom ili 
heterodimer sa IL-17F proteinom [223]. Filogenetičkim ispitivanjem utvrđen je visok stepen homologije 
između IL-17A i IL-17F koji iznosi 50% aminokiselinskih sekvenci [223, 224].  
Biološka uloga IL-17ostvaruje se preko familije transmembranskih  receptora IL-17 (IL-17R) 
koju čine pet subjedinica (IL-17RA–E) sa konzerviranim aminokiselinskim sekvencama (motivima) 
uključujući dva ekstraćelijska domena slična fibronektinu (FN) tipa III i citoplazmatični SEFIR domen 
(eng. similar expression to fibroblast growth factor genes, IL-17 receptors) [225, 226]. Iako IL-17R 
predstavlja receptorski kompleks, IL-17RA predstavlja subjedinicu koja je najčešće uključena u procese 
signalizacije različitih liganda. IL-17RA omogućava trasmisiju signala IL-17A i IL-17F. Na osnovu 
prethodnih istraživanja ustanovljen je slabiji afinitet IL-17RA prema IL-17A i IL-17F, što je rezultiralo 
detekcijom dodatne subjedinice IL-17C recptora koja je uključena u vezivanje liganda i proces dalje 
signalizacije [226, 227]. Glavna karakteristika navedenog receptorskog kompleksa su citoplazmatični 
domeni u okviru kojih su detektovani konzervisani homologi TIR (eng. Toll-IL-1 Receptor) koji se 
nazivaju SEFIR domeni. Signalni put IL-17 u ćeliji počinje fosorilacijom TIR-like loop (TILL) motiva 
koji se nalazi na C-terminalnom kraju SEFIR domena u okviru IL-17RA i C-terminalnog C/EBPβ 
aktivacionog domena (CBAD, eng. C-terminal C/EBPβ-activation domain). Nakon aktivacije IL-17R, 
aktivator 1 NF-κB (Act1) vezuje se za SEFIR i TILL domene kompleksa. Adaptorni protein Act1, ključan 
u autoimunim procesima, uz aktivnost E3 ligaze učestvuje u regrutaciji faktora povezanog sa TNF 
receptorom 6 (eng. TNF-Receptor-Associated Factor) promovišući dalju TRAF6 zavisnu aktivaciju 
NFkB i MAPK (eng. mitogen-activated protein kinase) signalizacije [228-230].  
Proces transkripcije proinflamatornih gena koji su regulisani IL-17 zavisi od aktivacije 






Act1 [229]. Posttranslaciona modifikacija TRAF6, vezivanjem Act1, odvija se lizin-63 udruženom 
ubikvintacijom. Po izvršenoj modifikaciji dolazi do regrutovanja TAK1 (eng. transforming growth 
factor-activated kinase) vezujućih proteina TAB2 i TAB3 (eng. TGF-Beta Activated Kinase 1 (MAP3K7) 
Binding Protein), aktivacije TAK1 i IKK (eng. inhibitor of NFkB kinaze) kompleksa i NF-κB, rezultujući 
daljom transkripcijom gena [227, 228].  Takodje, IKK može fosforlisati Act1 na mestu Ser311 u okviru 
IL-17R–Act1 kompleksa i formirati mesto vezivanja za TRAF2 i TRAF5, nezavisno od TRAF6 
signalizacije i uticati na stabilnost iRNK ciljanih gena [227, 228] (Slika 5) 
 
Slika 5. Šematski prikaz signalizacije IL-17A i IL17-F aktivacijom receptorskog kompleksa. 






U zavisnosti od vrste ćelije, IL-17 može aktivirati MAPK (mitogen-activated protein kinase) signalnu 
kaskadu koja obuhvata ekstraćelijsku signal-regulisanu kinazu (EPK), p38 i JUN N-terminal kinazu 
(JNK) [224]. Dodatni transkripcioni regulator značajan u IL-17 signalizaciji je C/EBP (eng. 
CCAAT/enhancer-binding protein) koji je doveden u vezu sa aktivacijom IL17 pomoću TNF-α [224, 
231]. 
Incijalna istraživanja uloge IL-17 u patogenezi ZBC detektovala su povećan nivo ovog citokina 
u mukozi creva zahvaćenoj inflamacijom kod KB i UK, u poređenju sa zdravim kontrolama i pacijentima 
sa ishemijskim kolitisom [230]. Analizirajući ćelije intestinalne mukoze kod KB metodom protočne 
citometrije detektovano je značajno veći broj IL-17 sekretujućih ćelija sa ko-ekspresijom IFNγ u odnosu 
na zdrave ispitanike [163]. Ćelije koje eksprimiraju IL-17 su kod UK lokalizovane u lamini propriji, dok 
su kod KB rasprostranjene kroz submukozu i mišićni sloj, što može objasniti transmuralnu inflamaciju. 
U proređenju sa zdravom populacijom, mukoza creva zahvaćena inflamacijom kod ZBC je imala 
povišene nivoe ekspresije gena IL17A kao i IL17F. S druge strane, ekspresija IL17F je bila značajno 
povišena u koloničnoj mukozi zahvaćenoj inflmacijom u poređenju sa zdravom mukozom kod pacijenata 
sa KB, ali ne i kod UK [232]. Opisana je i pozitivna korelacija između stepena aktivnosti UK i nivoa IL-
17 sekretujućih mononuklearnih ćelija periferne krvi [144, 232]. 
IL-17A i IL-17F svoju biološku aktivnost ostvaruju preko zajedničkog IL-17RA, pa je teško 
razlikovati pojedinačne efekte i doprinos u patogenezi ZBC. Studije koje su ispitivale kolitis indukovan 
dekstran sodijum sulfatom (DSS) na IL17 knockout miševima (miševi sa inaktiviranim IL17 genom), 
pokazale su da deficijencija IL-17F rezultira redukcijom kolitisa, dok u slučaju IL17 knockout miševa 
kolitis ima agresivniji tok [233]. U eksperimentalnim istraživanjima dokazano je da tranfer CD4+ 
CD45RBhi T ćelija u imunodeficijentne miševe dovodi do intestinalne inflamacije. Posredovan 






(eng.recombination-activating gene) -/- dovode do agresivnije intestinalne inflamacije, a dalja 
polarizacija IL17a−/− CD45RBhi u Th1 ćelije rezultira povišenoj ekspresiji IFN-γ [234]. Navedena 
istraživanja sugerisala su da u ZBC povišen nivo ekspresije IL-17A može imati protektivni efekat na 
mukozu, dok IL-17F dovodi do egzacerbacije inflamacije. Razlike u ravnoteži nivoa ekspresije gena 
IL17A i IL17F mogu imati važnu ulogu u patogenezi ZBC. 
1.6. Uloga TLR9 u nastanku zapaljenskih bolesti creva 
Receptori TLR (Toll-like receptor) predstavljaju transmembranske receptore tip 1 koji detektuju 
patogene preko određenih molekulskih obrazaca, kao što su PRRs (eng.pathogen pattern recognition 
molecules), PAMPs (eng.pathogen-associated molecular pattern) i DAMPs (eng.damage-associated 
molecular patterns), igrajući ključnu ulogu u urođenom imunskom odgovoru. Signalni put je posredovan 
adapternim proteinom mijeloidne diferencijacije faktorom 88 (MYD88) koji putem intracelularnih 
mehanizama aktivira transkripciju NF-κB i gene koji regulišu proces inflamacije [235]. 
Dosadašnja istraživanja su pokazala da je pristustvo varijanti u TLR genima, kao i poremećaj 
funcije ili ekspresije ovih receptora povezan sa razvojem ili relapsom ZBC. Takođe, njihova povišena 
ekspresija pokazana kod UK i KB može biti posledica poremećaja u homeostazi komensalne intestinalne 
flore [235] . 
TLR9 se eksprimira na apikalnim i bazolateralnim stranama membrana različitih ćelija 
gastrointestinalnog trakta uključujući intestinalne epitelne ćelije (IEĆ), monocite/makrofage i dendritske 
ćelije [235]. TLR9 prepoznaje i vezuje bakterijsku i virusnu DNK, tačnije sekvence koje se sastoje od 
nemetilovanih CG dinukleotida nakon čega dovodi do aktivacije urođenog imunskog odgovora. Dok 
aktivacija apikalnih TLR9 dovodi do tolerancije, stimulacija bazolateralnih receptora pokreće 






Transport kompleksa CpG oligodeoksinukleotida (ODNs) i TLR9 u endozom omogućava klasa 
III fofatidilinozitol 3 kinaze (PI3K). Interakcija CpG DNA i TLR9 dovodi do aktiviranja MYD88 
pomoću TIR domena TLR9. Potom MYD88 dovodi do regrutovanja IRAK (eng. interleukin-1 (IL-1) 
receptor-activated kinase) 1 i 4, što rezultuje fosforilacijom IRAK-1. Nakon interakcije sa TRAF6, 
IRAK-1 se odvaja od receptora. Nadalje, kompleks sastavljen od TRAF6, TAK1, TAB 1 i 2 aktivira 
IKK, što rezultuje translokacijom NFκB u jedro. Navedeni kompleks dovodi i do aktivacije signalne 
kaskade mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK: JNK1/2 i p38). Opisani signalni mehanizmi 
rezultiraju stimulacijom različitih transkripcionih faktora uključujući NF-κB i aktivirajućeg proteina 1 
(AP1) što dovodi do ekspresije gena određenih citokina i hemokina [239] (Slika 6). 
 






TLR9 ima ulogu u povezivanju mikrobijalne i imunološke osnove nastanka ZBC. Na osnovu 
sprovedenih in vitro ispitivanja, pokazano je da detekcija patogenih bakterija Salmonella i Escherichia 
coli posredstvom TLR9 receptora dovodi do intestinalnog oštećenja [240]. TLR9 ima sposobnost da kao 
odgovor na DNK komensalnih bakterija inhibira diferencijaciju Treg i doprinosi otpuštanju Th1 citokina 
uključujući IL-6, IL-10, IL-12 i TNF-α [241]. Aktiviran TLR9 može indukovati ekspresiju IL-12 i IL-23 
doprinoseći ekspanziji Th17 ćelija [242, 243].  Studije na TLR9-/- miševima detektovale su porast broja 
Treg intestinalne mukoze i redukovan broj Th17 i Th1 ćelija [244]. Studija Torok HP i saradnika 
pokazala je asocijaciju varijante -1237C u promotoru gena TLR9 sa nastankom KB, dok su Fuse K i 
saradnici ukazali da nosioci TLR9 1486CC, 1174GG i 2848AA genotipova imaju veći rizik od nastanka 
UK [245, 246]. Takođe, varijanta TLR9 -1237T/C je pokazala udruženost sa varijantama IL23R 
(rs1004819) i NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg, Leu1007fxX1008) u asocijaciji sa rizikom za nastanak 
KB [247]. S obzirom na navedeno, pretpostavlja se da TLR9 može delovati sinergistički sa IL-23 
signalnim putem kod suspetibilnosti za KB.  
Postoje podaci da intestinalna inflamacija sa neutrofilnom infiltracijom i postojanjem  
mikrobijalne disbioze utiče na povećanje ekspresije TLR9 u mukozi kolona kod pacijenta sa UK [248]. 
Naime, povišena ekspresija TLR9 iRNA u submukoznim imunskim ćelijama i kriptalnom epitelu 
intestinuma korelisala je sa kliničkom, endoskopskom i histološkom aktivnošću bolesti [248]. U 
poređenju sa zdravim kontrolama i pacijentima sa UK koji su bili u remisiji, nivo TLR9 iRNK je bio 
značajno veći u biopsijama rektuma kod aktivne bolesti, dok je uočena i pozitivna korelacija sa 
ekspresijom IL6 [249]. Takođe, značajno povišena ekspersija proteina TLR9 i iRNK registrovana je u 
citoplazmi epitelijalnih ćelija intestinuma kod UK [250]. Povećana ekspresija iRNK i proteina TRL9 
registrovana kod pacijenta sa UK i KB sugeriše da ZBC mogu biti udružene sa promenama u TLR9 






Na osnovu dosadašnjih istraživanja, centralna uloga TLR u odbrani domaćina od invazivnih 
mikroorganizama, obnavljanju tkiva i zapaljenskim procesima, označila ih je kao potencijalne 
komponente buduće terapijske strategije u lečenju ZBC. Primenom specifičnih TLR agonista ili 
antagonista uticalo bi se na proces signalizacije koji je u osnovi razvoja UK i KB. Tako je na pacijenatima 
sa teško aktivnom formom UK, refraktornim na terapiju glukokortikoidima, ispitana lokalna primena 
TLR9 agonista u vidu imunomodulisane DNK sekvence (DIMS0150). Aplikacija DIMS0150 dovela je 
do uspostavljanja pozitivnog terapijskog odgovora na kortikosteroide. Tačnije, ovaj eksperimentalni 
terapeutik je doveo do aktiviranja TLR9 receptora i otpuštanja IL-10 i tip I interferona iz mononuklearnih 
ćelija periferne krvi. Dokazano je da navedeni citokini doprinose porastu senzibilizacije ćelija 
intestinuma na kortikosteroide [251]  
Takođe, novija istraživanja o primeni TLR9 agonista su potvrdila efekat jednolačane DNK 
imunomodulatorne sekvence (DIMS-cobitolimod) koja sadrži nemetilovane CpG motive na supresiju 
nivoa iRNK IL6, IL17A, IL17F, dok su ekspresije IL10 i Foxp3 bile povišene. In vitro rezultati ukazali 
su da dodavanje TLR9 agonista doprinosi smanjenju broja CD4+IL17+ćelija, dok dodavanje inhibitornih 
anti-IL10 antitela obustavlja efekat aktivacije TLR9 signalizacije i smanjuje IL17 ekspresije [252] 
Na osnovu prethodnih istraživanja ustanovljena je veza TLR9, IL-23, IL-17 sa nastankom ZBC, 
ali zajednička signalna kaskada nije detaljno proučavana. Uprkos dokazima o postojanju njihove uloge 
u razvoju ZBC, do sada nije ispitivana veza sa različitim podtipovima bolesti i kliničkim parametrima. 
Cilj ove doktorske disertacije predstavja određivanje detaljne molekularne klasifikacije UK i KB sa 































Cljevi istraživanja ove studije su:  
1. Optimizacija metode za određivanje nivoa ekspresije gena TLR9: dizajn prajmera i probe za 
TaqMan tehnologiju, izbor endogene kontrole, validacija metode i kriva efikasnosti.  
2. Ispitivanje razlika u ekspresiji gena IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 između zapaljenjem zahvaćene 
i nezahvaćene mukoze creva (kolon i ileum) kod pacijenata sa endoskopski aktivnom Kronovom bolesti 
i ulceroznim kolitisom. 
3. Korelacija ekspresije gena IL17A, IL17F, IL23 i TLR9 sa kliničkom i endoskopskom 
prezentacijom Kronove bolesti i ulceroznog kolitisa. 
4.  Određivanje međusobnog odnosa ekspresije gena IL17A i IL17F u zapaljenjem zahvaćenoj i 
























Istraživanje po tipu studije preseka sprovedeno je na Klinici za gastroenterologiju i hepatologiju, 
Kliničkog centra Srbije, u Beogradu i Institutu za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo, 
Univerziteta u Beogradu u okviru projekta 41004 Ministarstva za nauku u periodu od 2011. do 2017. 
godine. Sprovedena studija je u saglasnosti sa etičkim principima Helsinške deklaracije i odobrena je od 
strane Etičkog odbora Kliničkog Centra Srbije (broj odluke 1393/12). Pre početka istraživanja, svi 
ispitanici su detaljno upoznati sa ciljevima studije, a potpisan informisani pristanak je bio osnovni uslov 
za učešće. 
U studiju su uključena 104 novodijagnostikovana pacijenta sa ZBC, od kojih je 50 obolelo od 
KB, dok je kod 54 ustanovljen UK. Dijagnoza KB i UK je potvrđena konvencionalnim kliničkim, 
laboratorijskim, endoskopskim i histopatološkim nalazima u skladu sa savremenim evropskim 
preporukama iz 2019. godine [253]. Kod 9 pacijenata dijagnoza KB postavljena je intraoperativno usled 
znakova intestinalne opstukcije. Kriterijumi za isključenje iz studije bili su prisustvo nedeterminisanog 
oblika ZBC, trudnoća i starost manja od 18 godina. Novodijagnostikovani pacijenti sa ZBC nisu 
prethodno lečeni sledećim lekovima: kortikosteroidi, azatioprin/6-merkaptopurin, metotreksat i biološka 
terapija.  
U toku istraživanja analizirani su demografski i epidemiološki podaci pacijenta sa KB i UK koji 
su obuhvatili pol, godine, dužinu trajanja simtoma do postavljanja dijagnoze, prethodnu upotrebu 
nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL), pušenje, pozitivnu porodičnu anamnezu na ZBC, 
operativno lečenje zbog osnovne bolesti i postojanje ekstraintestinalnih manifestacija (EIM).  
Kod pacijenata uključenih u studiju beleženo je postojanje artritisa, promena po koži u vidu 
eriteme nodozum, pioderme gangrenozum, febrilne neutrofilne dermatoze (Sweet syndrom), oralnih 
aftoznih ulceracija, promena na očima uključujući episkleritis i uveitis, kao i udruženih hepatobilijarnih 






 Stepen uhranjenosti pacijenata sa ZBC procenjen je prema indeksu telesne mase (eng.Body mass 
index, BMI), koji se dobija na osnovu vrednosti telesne mase (TM) izmerene u jutarnjim satima (izražene 
u kilogramima (kg)) i telesne visine (TV) (izražene u metrima (m)), formulom BMI = TM (kg)/TV² (m²). 
Vrednosti manje od 18kg/m2 su označavale pothranjene pacijente, normalnu uhranjenost su imali 
ispitanici sa BMI  do 25kg/m2, dok su veće vrednosti od 25 kg/m2 ukazivale na gojaznost, a više od 
30kg/m2  na morbidnu gojaznost [254]. 
U sklopu rutinskih biohemijskih analiza u laboratoriji Klinike za gastroenteroogiju i hepatologiju 
Instituta za medicinsku biohemiju KCS određivane su vrednosti C-reaktivnog proteina (CRP) 
imunohistohemijsko-turbidometrijskim merenjem sa vrednostima većim od 5mg/l za detekciju 
inflamacije.  
3.1.1 Klinička klasifikacija pacijenta sa Kronovom bolesti i ulceroznim kolitisom 
Fenotipske karakteristike ispitanika sa ZBC, uključujući godine starosti kada je ustanovljena 
dijagnoza, lokalizaciju u gastrointestinalnom traktu (GIT) i tok/formu oboljenja određene su prema 
Montrealskoj klasifikaciji [255] (Tabela 1).  
Dijagnoza UK ili KB može biti ustanovljena u pedijatrijskom dobu (do 16 godine života) ili u 
adultnom periodu (pre ili posle 40 godine). Lokalizacija KB može  biti izolovana u tankom crevu (ileum), 
debelom crevu (kolon), ileumu i kolonu, kao i proksimalnim partijama GITa. Ekstenzivnost UK 
uključuje lokalizacije u kolonu distalno od rektosigmoidalnog prelaza (E1), distalno od lijenalne fleksure 
(E2) ili zahvata regiju kolona iznad lijenalne fleksure uključujući i celokupan kolon (pankolitis) (E3). 
Dok inflamatorna forma KB (B1) isključuje postojanje stenoza ili penetracije, KB može imati i 
stenozantu formu sa registrovanim suženjima lumena creva (B2) ili penetrantnu formu fistulizirajućeg 
karaktera (B3). Perianalna bolest obuhvata postojanje perianalnih fistula i fisura [255]. Procena toka UK 
bazira se na kliničkoj prezentaciji bolesti: remisija tj. asimtomatski pacijenti (S0), pojava 4 ili manje 






stolice sa/bez krvi sa minimalnim znacima sistemske toksičnosti (S2), više od 6 krvavih stolica/24h, 
srčana frekvenca veća od 90 otkucaja/min, telesna temperatura minimum 37.5 ºC, nivo hemoglobina 
manji od 105g/l i sedimentacija eritrocita minimum 30 mm/h (S3) [255] 
Tablela 1. Montralska klasifikacija zapaljenskih bolesti creva 
Montrealska klasifikacija  
Zapaljenska bolest creva Kronova bolest Ulcerozni kolitis 
Godine života kada je 
ustanovljena dijagnoza 
                               A1 manje od 16 godina 
                               A2 od 16-40 godina 




L3 ileum i kolon 
L4 proksimalne partije  GITa  
E1 proktits  
E2 levostrani kolitis 
E3 ekstenzivni kolitis 




p* perianalna bolest 





3.1.2 Klinička aktivnost zapaljenske bolesti creva 
Procena aktivnosti KB izvršena je prema vrednostima indeksa aktivnosti Kronove bolesti (eng. 







Pacijenti sa KB uključeni u studiju su popunjavali dnevnike tokom sedam dana  i unosili podatke 
bazirane na broju stolica za 24h, abdominalnom bolu (0-nema, 1-blag, 2-umeren, 3-jak), opštem stanju 
(0-dobro; 1-malo lošije, 2-loše, 3-veoma loše, 4-teško), prisustvu ekstraintestinalnih manifestacija 
uključujući artralgije, eritemu nodozum, pioderme gangrenozum, aftozni stomatitis, iritis, prisustvo 
fistula, fisura i telesne temperature više od 37.8 ºC, primeni opijata i telesnoj masi. Određivanje CDAI 
skora je prikazano u Tabeli 2. kao zbir svih kriterijuma, sa izračunatim vrednostima CDAI ≤ 150  koji 
ukazuju na kliničku remisiju, CDAI 150-220 blagu aktivnost bolesti, CDAI 220-450 umerenu aktivnost, 
dok vrednosti CDAI> 450 su ukazivali na tešku aktivnost KB. 
Tabela 2. Klinička procena aktivnosti KB primenom CDAI 
 Indeks aktivnosti Kronove bolesti (CDAI) 
Broj tečnih/kašastih stolica za 24h (tokom 7 dana) x 2 
Abdominalni bol za 24h (tokom 7 dana) (procena od 0-3)                                   x 5 
Opšte stanje za 24h (tokom 7 dana) (procena od 0-4)                                   x 7 
Ekstraintestinalne manifestacije (tokom 7 dana)     x 20 
Opijati  0-ne; 1-da x 30 
Abdominalana masa 0-ne; 2-nesigurno; 5-da x 10 
Hematokrit (Hct) muškarci (47- Hct); žene (42-Hct) x 6 
Odstupanje od standardne telesne mase (%) x 1 
 
Aktivnost bolesti kod pacijenta sa UK određena je prema ukupnom Mayo skoru koji uključuje 
broj stolica za 24h, prisustvo krvi u stolici, kolonoskopski nalaz (Mayo endoskopski skor), procenu 
opšteg stanja od strane lekara. Na osnovu zbira pojedinačnih parametara skora bolest je kod UK 






Tablela 3. Klinička procena ulceroznog kolitisa primenom ukupnog Mayo skora 
Ukupan Mayo skor 
Broj stolica za 24h 
0- normalan (uobičajen) broj stolica za pacijenta 
1- 1 do 2 više uobičajenog 
2- 3 do 4 više od uobičajenog 
3- više od 5 stolica od uobičajenog  
Reklano krvarenje 
0- nije uočena krv 
1- trag krvi u stolici u manje od 50% pražnjenja 
2- krv u stolici u većini crevnog pražnjenja 
3- izolovano krvarenje na čmar 
Endoskopski nalaz (Mayo endoskopski skor) 
0- normalna sluznica (neaktivna bolest) 
1- eritem, smanjena vaskularna šara, blaga vulnerabilnost sluznice 
2- izražen eritem, izostanak vaskularne šare, fragilnost i erozije sluznice 
3- spontano krvarenje i ulceracije sluznice 
Klinička procena opšteg stanja 
0- normalno opšte stanje 
1- blaga bolest 
2- umerena bolest 







3.1.3. Endoskopska aktivnost zapaljenskih bolesti creva 
Kolonoskopija sa terminalnom ileoskopijom je urađena korišćenjem Olympus endoskopa (model 
CF-H180AL video colonoscop High Definition Television-HDTV) kod svih pacijenta koji su uključeni 
u ispitivanje.  
Procena endoskopske aktivnosti kod pacijenata sa KB izvršena je primenom pojednostavljenog 
endoskopskog skora za KB (SES-CD, eng. Simple Endoscopic Score for Crohn Disease) na osnovu 
prisusva ulceracija (površinskih i dubokih), ulcerativnih/neulcerativnih stenoza u različitim segmentima 
creva uključujući terminalni ileum, ascendens, transverzum, descendens, sigma i rektum (Tabela 4.) 
[257]. Izračunate vrednosti SES-CD do 2 su ukazivale na endoskopsku remisiju, blaga endoskopska 
bolest okarakterisana je vrednostima 3-6, umerena  7-15, dok vrednosti iznad 15 su ukazivale na tešku 
aktivnu formu KB. 
Tabela 4.  Kriterijumi endoskopski indeks za procenu aktivnosti Kronove bolesti (KB) 
SES-CD SKOR 
 0 1 2 3 
Prisustvo i veličina ulceracije / 0,1-0,5cm 0,5-2cm >2cm 
Ekstenzivnost ulcerisanih površina / <10% 10%-30% >30% 
Ekstenzivnost zahvaćene površine / <50% 50-75% >75% 
Prisustvo i tip stenoza / jedna višestruke neprolazna 
 
Endoskopska aktivnost kod UK je procenjena na osnovu vrednosti endoskopskog Mayo skora od 
0 do 3 nakon analize eritema, vaskularne šare sluznice, vulnerabilnosti, kao i prisustva erozija, spontanog 






3.2. Prikupljanje bioptata mukoze intestinuma 
U toku ileokolonoskopije uzimane su biopsije ileuma ili kolona, u zavisnosti od lokalizacije 
bolesti, za svakog pacijenta iz dve regije: regije endoskopski aktivne bolesti (mukoze zahvaćene 
inflamacijom) i regije koja je na pregledu prepoznata kao mukoza nezahvaćena inflamacijom od strane 
iskusnog gastroenterologa. Odmah nakon uzimanja biopsija intestinalnog tkiva, bioptati su zaronjeni u  
200 μl rastvora Allprotect Tissue Reagenta (Qiagen, Hilden, Germany) u cilju stablizacije RNK. Uzorci 
dobijeni tokom endoskopskih pregleda su potom inkubirani preko noći na 4ᵒC i čuvani na -20ᵒC do 
planirane izolacije. Sa istih lokalizacija odakle su uzete biopsije predviđene za analizu iRNK, uzeti su i 
uzorci tkiva sa ciljem njihove histopatološke analize. Ukoliko je histopatološka analiza potvrdila 
inflamaciju u endoskopski aktivnim delovima intestinuma okarakterisanim neutrofilnom infiltracijom 
mukoze, kriptitisom ili kriptalnim apscesima, ona je uključena u ispitivanje kao obolela mukoza. Ukoliko 
je pokazano da su biopsije iz regije intestinuma bez vidljive endoskopske aktivnosti bili histopatološki 
bez prisustva zapaljenja, oni su dalje uključeni u ispitivanje kao neinflamirana mukoza.  
 
3.3 Analiza ekspresije gena IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 
Za ispitivanje ekspresije odabranih gena (IL17A, IL17F, IL23A i TLR9) korišćena je metoda PCR 
u realnom vremenu (eng. real-time PCR) kojom se meri količina PCR produkta u toku svakog ciklusa 
amplifikacije ciljne sekvence. Kao matrica za amplifikaciju ciljne sekvence korišćena je komplementarna 
DNK (cDNK) dobijena metodom reverzne transkripcije izolovane totalne RNK iz uzoraka intestinalne 
mukoze pacijenata sa ZBC. 
3.3.1 Izolacija RNK matrijala iz bioptata intestinalnog tkiva 
Za izolovanje RNK materijala iz uzorala intestinalnog tkiva pacijenata sa ZBC korišćen je Rneasy 
Mini Kit (Qiagen), po protokolu proizvođača. Za izolaciju RNK materijala korišćeno je 3-5mg 






sobnoj temperaturi. Uzorci tkiva su homogenizovani u tubi od 10ml u prisustvu 350 μl denaturišućeg 
pufera RTL (10 μl β-merkaptoetanola, 1 ml pufera RTL) korišćenjem homogenizatora TissueRuptor 
(Qiagen). Po završenoj homogenizaciji lizat je 3 minuta centrifugiran u mikrotubi od 1.5ml na 13200 
rpm. Supernant dobijen centrifugiranjem je prikupljen i njegova ukupna zapremina je pomešana sa istom 
zapreminom 70% DEPC (dietil pirokarbonat) (etanol razblažen sa 0.1% DEPC vodom) u cilju vezivanja 
RNK za kolonu. Uloga dietil pirokarbonata je da inaktivira ribonukleaze u rastvorima za izolaciju RNK. 
Ova smeša je zatim nanošena na kolonu i centrifugirana na 13000 rpm tokom 15 s. Dobijeni eluat se 
odbacivao a kolona sa vezanom RNK se dalje ispirao sa 700 μl pufera RW1, što je bilo praćeno 
centrifugiranjem 15 s na 13000 rpm. Nakon toga se eluat odbacivao a na kolonu se dodavalo 500 μl 
pufera RPE i ista je centrifugirana na 13000 rpm, 15 s, uz ponovno odbacivanje eluata. U postupku 
finalnog ispiranja kolone korišćeno je 500 μl pufera RPE, nakon čega je sledilo centrifugiranje na 13000 
rpm u toku 2 min. Dodatno se kolona centrifugirala na maksimalnoj brzini u trajanju od 1 min u čistoj 
mikrotubi od 1.5ml kako bi se potpuno uklonio zaostali etanola. Po završetku centrifugiranja, RNK sa 
kolone je eluirana sa 30 μl vode oslobođene od Rnaza (Rnase-free) u novoj mikrotubu od 1.5ml. Do 
upotrebe, izolovana RNK je čuvana na  -80°C. Koncentracija i čistoća RNK materijala je izmerena na 
spektrofotometru NanoVue, prema uputstvu za rad na aparatu. Čistoća se procenjivala odnosom 
apsobancije na talasnim dužinama 260nm/280 nm, a optimalan koeficijent za čistoću je bio preko 1.9. 
3.3.2 Sinteza komplementarne DNK (cDNK) metodom reverzne transkripcije 
Proces reverzne transkripcije koji podrazumeva sintezu komplementarne DNK (cDNK) iz 
izolovane RNK izvršen je korišćenjem kita RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Sceintific), prema 
uputstvu proizvođača. Reverzna transkripcija je rađena u PCR aparatu. 
Sastav reakcione smeše finalne tapremine 20 μl se sastojao od: 1 μg totalne RNK, 5μM nasumičnih 
heksamera kao prajmera (Thermo Scientific), 1 x RT pufera (Thermo Scientific), 20 U Ribo-Lock 






transkriptaze (Thermo Scientific). Priprema reakcione smeše je obuhvatala inkubaciju RNK i prajmera 
u zapremini od 11 μl na temperaturi od 70°C u trajanju od 5 min, nakon čega je u svaki dodavano 9 μl 
smeše koja je sadržala RT pufer, Ribo-Lock RNazni inhibitor, dNTP i RevertAid reverznu transkriptazu. 
Ova smeša je inkubirana na 25°C u trajanju od 10 min, zatim 1 h na 42°C, nakon čega se reakcija 
zaustavljala inkubacijom na 70°C 10 minuta. Dobijeni uzorak cDNK imao je koncentraciju 50 ng/μl i do 
dalje upotrebe je čuvan na -20°C. 
3.3.3 Kontrola kvaliteta cDNK 
Kako bi se proverio kvalitet sintetisane totalne komplementarne DNK (cDNK) izvršeno je 
umnožavanje cDNK regiona gena Abl1 koji je konstitutivno eksprimiran u ćeliji, korišćenjem metode 
PCR. Na ovaj način je proveren integritet izolovane RNK i efikasnost reverzne transkripcije. Prajmeri 
korišćeni za umnožavanje regiona Abl1 gena prikazani su u Tabeli 5. 
 
Tabla 5. Prajmeri primenjeni u proceni kvaliteta cDNK 
Naziv prajmera Sekvenca (5’ - 3’ smer) 
Abl1 F ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT 
Abl1 R TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG 
Napomena: Skraćenice F - (eng. forward) uzvodni prajmer (5'→3'); R - (eng. reverse) (3'→5') nizvodi 
prajmer 
 
Reakcija za umnožavanje Abl1 cDNK regiona bila je finalne zapremine 25 μl  i sastojala se od: 100 ng 
cDNK, 1 x PCR pufer (Qiagen), 1 x Q rastvor (Qiagen), 3 mM MgCl2 (Qiagen), 0.2 μM dNTP (Thermo 
Scientific), 0.4 μM prajmera (uzvodni i nizvodni), 1 U Taq polimeraze (KAPA Biosystems). Nakon toga, 
umnožen fragment je analiziran na 2% agaroznom gelu. U slučaju da je u PCR reakciji umnožen fragment 
dužine od 277 bp, procenjeno je da je cDNK adekvatnog kvaliteta za analizu ekspresije gena primenom 






3.3.4 Analiza kvaliteta cDNK na agaroznom gelu 
Analiza kvaliteta cDNK je izvršena elektroforezom na horizontalnom agaroznom gelu 
koncentracije (2 - 4%) u koje je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid (završne koncentracije 0.7 
μg/mL). Naveden proces elektroforeze je vršen u TAE puferu (40 mM Tris, 20 mM sirćetna kiselina, 1 
mM Na2EDTA), pri naponu od 5 V/cm i amperaži od 5 A/cm. Osvetljavanjem gela UV svetlom na CCD 
kameri BioDocAnalyze sistomom registrovana je cDNK 
3.3.5 TaqMan real-time PCR 
U cilju kvantifikacije ekspresije gena u uzorcima intestinalnog tkiva primenjena je metoda 
TaqMan real-time PCR (Slika 7.). U ovoj metodi se pored prajmera specifičnih za sekvencu koristi i 
oligonukleotidna proba koja se vezuje za matricu nizvodno od prajmera i komplementarna je delu 
sekvence koji se umnožava. Proba sadrži fluoroscentni reporterski molekul (fluoroforu) na 5’ kraju i 
takozvani kvenčer molekul (prigušivač) na 3’ kraju. Kada su ova dva molekula blizu jedan drugom, 
fluorescencija reporterskog molekula je utišana zbog procesa transfera fluorescentne rezonantne energije 
(eng. Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET). Tokom PCR amplifikacije, proba se prvo vezuje 
za DNK matricu, a zatim se tokom elongacije fragmenta pod dejstvom 5’-3’ egzonuklearne aktivnosti 
Taq polimeraze reporter oslobađa od kvenčera. Ovo dovodi do emitovanja fluorescentnog signala koji je 
proporcionalan broju umnoženih PCR fragmenata. Tako će jačina emitovanog signala eksponencijalno 
rasti tokom svakog ciklusa amplifikacije. Kada fluorescentni signal pređe prag detekcije, taj ciklus se 
naziva Ct ciklus (eng. threshold cycle). Ct vrednost odražava kvantitet produkta, tačnije, obrnuto je 








Slika 7: Osnovni principi TaqMan real-time PCR metode. Modifikovano iz rada Schaad NW i 
saradnika iz 2003[259]. 
Prajmeri i probe upotrebljeni za analizu ekspresije izabranih gena navedeni su u Tabeli 6. Za 
analizu gena IL17A, IL17F, IL23A korišćeni su komercijalno dostupni eseji, TaqMan Gene Expression 
Assays (Applied Biosystems). Prajmeri i probe korišćeni za analizu ekspresije TLR9 su dizajnirani za 
potrebe ove studije. Koraci u dizajnu prajmera za gen TLR9 i provera njihove efikasnosti opisani su u 
Tabeli 7.  
Kvantifikacija produkta real-time PCR metodom može biti apsolutna i relativna. Apsolutna 
kvatifikacija se koristi za dobijanje apsolutnog broja produkta koji se meri, dok se kod relativne 
kvantifikacije ona predstavlja kao relativni odnos merenog i kontrolnog produkta (kalibratora). U oba 
slučaja je neophodno normalizovati mereni produkt u odnosu na referentni gen, takozvanu endogenu 






uzoraka. Kao endogena kontrola koristi se gen koji je konstitutivno eksprimiran u ćeliji (eng. 
housekeeping gen), tj. gen koji ima stabilnu ekspresiju u svim uzorcima koji se koriste za kvantifikaciju. 
Zbog toga je važno da prajmeri za umnožavanje ciljnog gena i endogene kontrole imaju sličnu 
temperaturu topljenja, kao i da je efikasnost amplifikacije u ova dva eseja podjednako visoka kako bi 
mogli da se analiziraju zajedno tokom real-time PCR amplifikacije. Kao endogena kontrola za 
kvantifikaciju ekspresije analiziranih gena odabran je gen GAPDH (eng. Glyceraldehyde-3-Phosphate 
Dehydrogenase), prethodno korišćen kao endogena kontrola za merenje genske ekspresije u 
intestinalnom tkivu [260]. Prajmeri i proba za analizu ekspresije gena GAPDH su opisani u Tabeli 6.   
Tabela 6. Prajmeri i probe korišćeni za real-time PCR analizu 
Gen Prajmeri i probe (sekvenca 5'-3' smer) 
IL17A TaqMan Gene Expression Assay *Hs00174383_m1 Applied Biosystems 
IL17F TaqMan Gene Expression Assay *Hs00369400_m1 Applied Biosystems 
IL23A TaqMan Gene Expression Assay *Hs00900828_g1 Applied Biosystems 
TLR9 F GGACCTCTGGTACTGCTTCCA 
TLR9 R AAGCTCGTTGTACACCCAGTCT 
TLR9 proba FAM-ACGATGCCTTCGTGGTCTTCGACAAA-TAMRA 
GAPDH F GAAGGTGAAGGTCGGAGT 
GAPDH R GAAGATGGTGATGGGATTTC 
GAPDH proba FAM-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-TAMRA 
 
Napomena: *komercijalno dostupni prajmeri i njihov kataloški broj. FAM – fluorofora, TAMRA – 






Ekspresija gena je analizirana korišćenjem KAPA PROBE FAST qPCR Kit Master Mix (2X) 
Universal (KAPA Biosystems), po uputstvu proizvođača. Merenje je urađeno na ABI PRISM 7500 Real 
Time PCR aparatu (Applied Biosystems, USA). 
Sve reakcije su rađene u duplikatu i imale su odgovarajuće kontrole bez matrice, takozvane blank 
kontrole. Reakciona smeša finalnog volumena 10 μl sastojala se od sledećih komponenti: 
• 75ng cDNK za IL17A i IL17F, 20 ng cDNK za IL23A i TLR9 (količina cDNK korišćena za endogenu 
kontrolu odgovarala je količini cDNK korišćenoj za ciljni gen) 
• 1 x KAPA PROBE FAST Universal qPCR Master Mix (KAPA Biosystems) 
• 1 x ROX Low referentna boja (KAPA Biosystems) 
• 1 x IL17A / IL17F / IL23A  TaqMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems) / u slučaju TLR9: 
300 nM F i R prajmera i 200 nM probe/ u slučaju endogene kontrole GAPDH: 300 nM F i R prajmera 
i 200 nM probe 
Temperaturni profil reakcije korišćene za amplifikaciju svih gena bio je isti: 
• 2 min / 50°C 
• 3 min / 95°C 
• 45 ciklusa: 
• 15 s / 95°C 
• 1 min / 60°C (aniling) 
Za izražavanje relativne vrednosti ekspresije gena korišćena je ddCt metoda [261]. Nivo ekspresije 
ispitivanog gena (Q), koji je normalizovan u odnosu na endogenu kontrolu i relativno izražen u odnosu 






Q = 2-ddCt ; pri čemu je ddCt = dCt uzorak – dCt kalibrator = (Ct gen uzorak– Ct endogena uzorak) – (Ct 
gen kalibrator – Ct endogena kalibrator) 
Kao kalibrator za dobijanje relativne ekspresije gena izabrana je medijana dCt vrednosti ekspresije gena 
u zdravom tkivu pacijenata. Dalje je relativna vrednost Q korišćena za statističku obradu podataka. 
3.3.5.1  Dizajn prajmera za merenje nivoa ekspresije gena TLR9 
Da bi TaqMan real-time PCR metoda mogla biti korišćena za kvantifikaciju iRNK, umnožavanje 
produkta mora da bude specifično i efikasno, što najviše zavisi od odabira prajmera. Poželjno je da 
sekvenca koja se umnožava bude dužine 80-200 bp, zbog toga što se kraći fragmenti umnožavaju sa 
većom efikasnošću. Optimalna dužina prajmera je 18–24 bp. Temperatura topljenja između prajmera bi 
trebalo da bude slična (sa razlikom ne većom od 1-2°C) i u temperaturnom opsegu 59-68°C (optimalno 
63-64°C). Optimalni aniling prajmera za real-time PCR rekaciju je oko 59-60°C. Prajmeri koji su visoko 
specifični (homologi samo sa jednom ciljnom sekvencom), ne formiraju sekundarne strukture i nisu 
međusobno komplementarni na 3’ kraju (“prajmer-dimer” strukture), mogu se uzeti u obzir kao optimalni 
za real-time PCR metodu [262, 263].  
TaqMan proba bi trebalo da ima temperaturu topljenja koja je 5-10°C viša u poređenju sa 
prajmerima. Ovo je važno kako bi se osiguralo da proba ostane vezana za matricu tokom ekstenzije 
prajmera. U većini slučajeva, probe imaju dužinu manju od 30 bp i ne sadrže G bazu na svom 5’ kraju 
jer ona može da indukuje fluorescentni signal čak i nakon hidrolize. Optimalno je da ciljna sekvenca 
sadrži 30-80% GC parova. Probu treba dizajnirati tako da ona sadrži više C baza komplementarnih 
matrici koja u tom slučaju sadrži više G baza. 
U cilju odabira optimalnih prajmera i probe za kvantifikaciju genske ekspresije TLR9, korišćena 
je RTPrimerDB baza (http://www.rtprimerdb.org/). Ova baza sadrži sekvence prajmera i proba 






zavisi od specifične hemije koja se koristi, aparata, kao i vrste tkiva u kome se genska ekspresija prati, 
neophodno je izvršiti validaciju metode i proveriti krivu efikasnosti [264]. Specifičnost TLR9 prajmera i 
probe, njihove temperature topljenja, kao i predikcija sekundarnih struktura i 3’ komplementarnost, 
provereni su korišćenjem PrimerBLAST alata dostupnog na National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), kao i Beacon Designer alata 
(http://www.premierbiosoft.com/qOligo/). Sekvence izabranih prajmera i probe dizajniranih za analizu 
ekspresije gena TLR9 prikazani su u Tabeli 7. 
Tabela 7. Prajmeri i probe korišćeni za merenje nivoa ekspresije gena TLR9  









TLR9 F  GGACCTCTGGTACTGCTTCCA 69.3 21 
151 
TLR9 R  AAGCTCGTTGTACACCCAGTCT 69.6 22 





Napomena: FAM – fluorofora, TAMRA – kvenčer. Skraćenice: F - uzvodni prajmer, R - nizvodni 
prajmer. 
 
3.3.5.2. Validacija metode za merenje nivoa ekspresije TLR9  
Optimizovan TaqMan esej treba da pokazuje visoku efikasnost amplifikacije koja pokriva širi 
spektar koncentracija analiziranih uzoraka. Da bi se procenila efikasnost TaqMan eseja, treba konstruisati 
standardnu krivu korišćenjem raznih razblaženja uzorka poreklom iz tkiva koje se analizira, koja će 






logaritamske vrednosti količine uzoraka, dok se na y osi predstavljaju Ct vrednosti za svako testirano 
razblaženje. Jednačina standardne krive, kao i koeficijent determinacije R2 koriste se za procenu 
efikasnosti real-time PCR reakcije. R2 vrednost pokazuje koliko su eksperimentalni podaci dobro opisani 
u regresionoj krivi, tj koliko odstupaju od nje. Manja odstupanja daće veću R2 vrednost i poželjno je da 
ona bude >0.98. Ukoliko se savršeno dupliranje matrice dešava u svakom PCR ciklusu, razmak 
amplifikacionih kriva biće određen jednačinom 2n=faktor razblaženja. Efikasnost amplifikacije se može 
predstaviti i preko nagiba standardne krive, koristeći formulu: E=10-1/nagib st krive. Idealno, u svakom 
ciklusu trebalo bi da dođe do dvostrukog povećanja broja kopija produkta, što znači 2=10-1/nagib st krive. U 
tom slučaju, očekivani optimalni nagib iznosio bi -3.32. Efikasnost se može prikazati i u procentima: % 
Efficiency = (E-1) x 100%, gde bi u idealnim uslovima efikasnost bila % Efficiency = (2-1) x 100% = 
100%. Efikasnost manja od 90% ukazuje na loš dizajn prajmera i suboptimalne uslove reakcije. 
Efikasnost veća od 100% može ukazivati na koamplifikaciju neželjenih produkata. 
Sve reakcije korišćene za pravljenje standardne krive su rađene u duplikatu i imale su blank 
kontrolu. Reakciona smeša za TLR9 bila je ukupnog volumena 10 µl i sastojala se od sledećih 
komponenti: 
• Ukupno 5 razblaženja cDNK iz biopsije intestinalnog tkiva (50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 ng)  
• 1x KAPA PROBE FAST Universal qPCR Master Mix (Kapa Biosystems)  
• 1x ROX Low referentna boja (KAPA Biosystems) 
• Prajmer uzvodni (forward, F) i nizvodni (reverse, R) finalne koncentracije 300 nM 
• Proba finalne koncentracije 200 nm 
Temperaturni profil reakcije bio je: 
1. 2 min / 50°C 






3. 40 ciklusa: 
• 15 s / 95°C 
• 1 min / 60°C (aniling i ekstenzija) 
 
3.4. Statistička analiza rezultata 
Statistička analiza je urađena primenom softverskog paketa SPSS 21.0 (IBM SPSS Statistics, 
Chicago,USA) i softvera R 3.4.3 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).  
Normalna raspodela merenih varijabli testirana je Šapiro-Vilk testom. Za analizu nivoa genske 
ekspresije primenjene su mere centralne tendencije uključujući medijanu, opseg i vrednosti prvog i trećeg 
kvartala. Za analizu razlika u nivou ekspresije gena između testiranih grupa korišćeni su neparametrijski 
testovi,  Vilkoksonov test ekvivalentnih parova (za testiranje razlika između uparenih uzoraka 
inflamacijom nezahvaćene i zahvaćene mukoze) i Man-Vitnijev U test (za testiranje razlika između 
definisanih fenotipskih grupa pacijenata). Za ispitivanje korelacija između analiziranih varijabli korišćen 
je neparametrijski Spirmanov test. Svi primenjeni testovi su bili nedirekcioni, a granična vrednost za 





























4.1  Karakteristike studijske grupe pacijenata sa zapaljenskim bolestima creva 
Istraživanje je uključilo 50 novodijagnostikovanih pacijenata sa KB i 54 sa UK. Ispitivane 
demografske i kliničke karakteristike pacijenta sa ZBC prikazane su u Tabeli 8. 
U  grupi od 50 pacijenata sa KB,  26 je imalo dominanto aktivnu bolest u predelu ileuma,  dok je 
kod 24 ispitanika najižraženija aktivnost bila u predelu kolona.  
Podgrupu KB aktivne ilealne lokalizacije činilo je 14 osoba muškog pola (53.8%), prosečne 
starosti 36 godina (raspon 25-44 godina), normalne uhranjenosti (BMI 24.6kg/m2) sa prethodnim 
trajanjem simptoma od prosečno 9.5 meseci (raspon  4.5-13 meseci) do postavljanja dijagnoze. Prema 
Montrealskoj klasifikaciji 16 ispitanika je imalo izolovanu ilealnu lokalizaciju bolesti, dok je kod 10 
pacijenata verifikovana ileokolonična bolest sa dominantnom endoskopskom aktivnosti u tankom crevu. 
Inflamatorna forma bolesti je verifikovana kod 11 pacijenata, kao i stenozantna, dok je penetrantna KB 
ilealne lokalizacije sa perianalnom bolesti uočena kod 4 ispitanika. Prosečna vrednost CRP u ovoj grupi 
iznosila je 11.5 mg/l (opseg 8.0-6.0). Pacijenti ove podgrupe su prosečno imali blagu kliničku aktivnost 
bolesti prema vrednostima CDAI 180 (opseg 137.5-222.5) uprkos endoskoskoj aktivnosti. U 6 slučaja 
dijagnoza je postavljena postoperativno zbog pojave subokluzivnih tegoba. 
 Aktivnu koloničnu lokalizaciju KB imalo je 19 ispitanika muškog (79.2%) i 5 ženskog (20.8%) 
pola, prosečne starosti 34 godina (opsega 28-47), normalne uhranjenosti (posečan BMI 24.4kg/m2) i 
prosečnog trajanja simtoma do postavljanja dijagnoze od 7.5 meseci (opseg 6-12). Izolovana kolonična 
KB je opisana u 15 ispitanika, dok je 9 imalo ileokoloničnu lokalizaciju sa aktivnom bolesti u predelu 
debelog creva.  Kod 15 slučajeva bolest je bila inflamatorne forme, kod 6 pacijenata je opisana 
stenozantna bolest, dok je 3 pacijenta imalo penetrirajuću formu od kojih su 2 imala perianalnu bolest. 






lokalizacije prema prosečnim vrednostima CDAI okarakterisana kao blaga (CDAI 180, opsega 154-246), 
kod 3 pacijenta dijagnoza je postavljena postoperativno.  
Grupa pacijenata sa UK je bila prosečne starosti 43 godina (opseg 34-57) i uključila je 24 
muškarca (44.4%) i 30 ispitanika ženskog pola, normalne uhranjenosti (BMI 23.7kg/m2, opseg 21.2-
24.7), prosečnog trajanja simtoma od 6.5 meseci (opseg 6-12 meseci) do postavljanja dijagnoze. Aktivan 
ulcerozni proktitis je registrovan kod 16 pacijenata, levostrani kolitis je imalo 19, dok je ekstenzivnu 
bolest imalo 19 ispitanika sa UK. Tok bolesti prema Montrealskoj klasifikaciji procenjen je kao blag kod 
36 (66.7%) pacijenta, umeren kod 15 (27.8%) ispitanika, dok je težak UK verifikovan kod 3 (5.6%) 
pacijenta. Vrednost prosečnog CRP iznosila je 12.0 mg/l (8.0-18.8). Prosečna vrednost ukupnog Mayo 
skora ispitanika je iznosila 6 (opsega 4-8) i okarakterisana kao umereno aktivna bolest. 
Prema anamestičkim podacima, pacijenti sa ilealnom lokalizacijom KB su imali više 
porodičničnih slučajeva ZBC (23.1%) u odnosu na ostale ispitanike. Iako se pušenje smatra značajnim 
faktorom rizika u KB, pušački status je bio uniforman između grupa sa KB i UK. Redovna upotreba 
NSAIL je bila češća u grupi pacijenata sa UK u odnosu na KB.  Razlika u učestalosti ekstraintestinalnih 












Tabela 8. Demografske i kliničke karakteristike pacijenata sa UK i KB 
 
 
Napomena KBi-uzorci tkiva ilealne mukoze KB; KBc-uzorci tkiva kolonične mukoze KB; UK-uzorci 
tkiva mukoze kolona UK. *sve penetrantne forme KBi su imale perianalni modifikator, # 2 pacijenta sa 
KBc su imala perianalnu bolest; BMI-indeks telesne mase; CRP-C-reaktivni protein; NSAIL-nesteroidni 
antiinflamatorni lekovi; EIM-ekstraintestinalne manifestacije. Fenotip ZBC je klasifikovan prema 
Montealskoj klasifikacij (alokalizacija KB; blokalizacija UK; cforma KB; dtok UK). 
Karakteristike  KBi (n = 26) KBc (n = 24) UK (n = 54) 
Starost (godine), medijana (opseg) 36.0 (25.0 - 44.3) 34.0 (28.3 - 46.8) 43.5 (33.8 - 57.0) 
Pol muški/ženski (broj, %) 14 /12 (53.8/46.2) 19/5 (79.2/20.8) 24/30 (44.4/55.6) 
BMI (kg/m2), medijana (opseg) 24.6 (22.5 - 26.8) 24.4 (20.5 - 26.1) 23.7 (21.2 - 24.7) 
Trajanje simtoma do dijagnoze, 
(meseci), medijana (opseg) 
9.5 (4.5 - 13.0) 7.5 (6.0 - 12.0) 6.5 (6.0 - 12.0) 
Lokalizacija bolesti    
L1a / E1b (%) 16 (61.5) NA 16 (29.6) 
L2a / E2b (%) NA 15 (62.5) 19 (35.2) 
L3a / E3b (%) 10 (38.5) 9 (37.5) 19 (35.2) 
Fenotip ZBC    
B1c / S1d (%) 11 (42.3) 15 (62.5) 36 (66.7) 
B2c / S2d (%) 11 (42.3) 6 (25.0) 15 (27.8) 
B3c / S3d (%) 4 (15.4)* 3 (12.5)# 3 (5.6) 
CRP (mg/l), medijana (opseg) 11.5 (8.0 - 16.0) 14.5 (9.0 - 30.0) 12.0 (8.0 - 18.8) 
CDAI, medijana (opseg)  
180.0   
(137.5 - 222.5) 
180.0  
(154.0 - 246.3) 
NA 
Mayo skor, medijana(opseg) NA NA 6.0 (4.0 - 8.0) 
Operacija na dijagnozi (%) 6 (23.1) 3 (12.5) 0 (0.0) 
Prethodna upotreba NSAIL (%) 4 (15.4) 6 (25.0) 18 (33.3) 
EIM (%) 3 (11.5) 3 (12.5) 8 (14.8) 
Pušenje (%) 8 (30.8) 11 (45.8) 21 (38.9) 






4.2 Optimizacija metode za odredjivanje nivoa ekspresije gena TLR9 
U cilju validacije metode za kvantifikaciju TLR9 ekspresije, podaci su analizirani i standardna 
kriva efikasnosti je bila konstruisana korišćenjem 7500 System SDS softvera v.1.3.1 (Applied 
Biosystems).  
Na Slici 8A prikazane su amplifikacione krive koje odgovaraju razblaženjima cDNK (50, 25, 
12.5, 6,25, 3.125 ng) sintetisane iz totalne RNK poreklom iz intestinalne mukoze. Faktor razblaženja je 
u ovom slučaju bio 2, što znači da krive amplifikacije treba da budu međusobno razmaknute za 1 ciklus 
(na osnovu formule 2n = faktor razblaženja), što je potvrđeno analizom podataka (Slika 8A).  
 
Slika 8A. Amplifikaciona kriva  validacije za kvantifikaciju TLR9 ekspresije 
 
Na Slici 8B prikazana je standardna kriva koja opisuje Ct vrednosti u zavisnosti od merenih razblaženja. 
R2 vrednost standardne krive iznosila je 0.99, što je optimalna vrednost za krivu efkasnosti. Nagib krive 







% Efficiency = (1.93-1) x 100%=93% 
Parametri standardne krive su bili optimalni, a metoda validirana za dalje korišćenje prilikom merenja 













4.3. Ispitivanje nivoa ekspresije ciljanih gena u intestinalnom tkivu pacijenata sa zapaljenskim 
bolestima creva 
4.3.1 Ispitivanje razlika u nivoima ekspresije gena IL17A, IL17F, IL23A, TLR9 između 
inflamacijom zahvaćene i nezahvaćene mukoze intestinuma  
U ovoj studiji analiziran je nivo ekspresije IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 u intestinalnom tkivu 
pacijenata sa aktivnom ZBC. U toku ileokolonoskopije uzimane su uparene biopsije iz 2 regiona, regiona 
mukoze zahvaćene inflamacijom (obolela/inflamirana mukoza) i mukoze bez znakova zapaljenja 
(zdrava/neinflamirana mukoza). Uparene biopsije uzorkovane su sa istog lokaliteta (ileuma ili kolona 
kod KB i kolona kod UK). 
Rezultati su pokazali značajan porast ekspresije IL17A i IL17F u mukozi koja je zahvaćena 
inflamacijom u poređenju sa nezahvaćenom, kako u ileumu (p = 0.0001 i p = 0.0002) tako i u kolonu (p 
= 0.00004 i p = 0.001) pacijenata sa KB. Nivo ekspresije IL17A i IL17F je takođe bio značajno viši u 
oboleloj u odnosu na zdravu mukozu kolona kod pacijenata sa UK (p = 0.000001 i p = 0.000005) (Slika 
9.). 
Značajno viši nivo ekspresije IL23A detektovan je u bolesnoj u poređenju sa zdravom ilealnom 
mukozom pacijenata sa KB (p = 0.007). U slučaju mukoze kolona kod pacijanta sa KB, uočena je 
povišena ekspresija IL23A u inflamiranoj u odnosu na neinflamiranu sluznicu, ali bez statistički značajne 
razlike (p = 0.08). Uzorci inflamacijom zahvaćene mukoze kolona kod UK imali su značajno višu 
ekspresiju IL23A u poređenju sa mukozom koja nije bila zahvaćena inflamacijom (p = 0.00004) (Slika 
9).   
Rezultati su pokazali značajni porast nivoa ekspresije TLR9 u oboleloj mukozi u odnosu na 






kolona pacijenata sa KB i UK nije uočena razlika između obolele i zdrave sluznice u nivou ovog 
membranskog receptora (Slika 9). 
Navedeni rezultati ukazuju na postojanje diferencijalne ekspresije gena IL17A i IL17F u mukozi 
zahvaćenoj inflamacijom u odnosu na mukozu koja nije bila zahvaćena zapaljenskim procesima kod 
pacijenata sa ZBC. Takođe, može se pretpostaviti da ekspresija gena IL23A ima veći značaj za nastanak 
hronične inflamacije kod UK u odnosu na KB sa dominantno koloničnom lokalizacijom (Slika 9). 
U cilju daljeg definisanja inflamatornog profila u mukozi KB i UK, sprovedena je korelaciona analiza 
ekspresije ispitivanih gena (Tabela 9). Analiza je pokazala pozitivnu korelaciju između nivoa ekspresije 
gena IL17A i IL17F (rs=0.745, p<0.001 i rs=0.813, p<0.001 kod ilealne KB;  rs=0.923, p<0.001 i 
rs=0.834, p<0.001 kod kolonične KB; rs=0.771, p<0.001 i rs=0,871, p<0.001 kod UK)  kao i između 
nivoa ekspresije IL23A i TLR9 (rs=0.815, p<0.001 i rs=0.751, p<0.001 kod ilealne KB;  rs=0.786, 
p<0.001 i rs=0.820, p<0.001 kod kolonične KB; rs=0.686, p<0.001 i rs=0,771, p<0.001kod UK) u svim 
analiziranim tipovima mukoze ZBC (inflamacijom zahvaćeni i nezahvaćeni uzorci ileuma i kolona kod 
pacijenata sa KB, kao i uzorci kolona kod pacijenata sa UK). Nivoi ekspresije IL17A i IL17F su korelisali 
sa IL23A (rs= 0.370, p=0.006 u svim analiziranim uzorcima; rs=0.311, p=0.022 u inflamiranoj sluznici i 
rs=0.332, p=0.014 u neinflamiranoj sluznici) kod UK. Navedeni rezultati sugerišu pozitivnu ko-
regulaciju ekspresije TLR9 i IL23, kao sinergiju ekspresije IL17A i IL17F u patogenezi  KB i UK. 
Pozitivna korelacija između nivoa ekspresije IL17A kao i IL17F sa nivooom ekspresije IL23A kod UK, 
može ukazivati na direktnu vezu između TLR9-IL23A-IL17 kod ovog fenotipskog oblika ZBC, dok je 







Slika 9. Relativni nivo ekspresije IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 u uparenim uzorcima bolesne i zdrave 
intesinalne mukoze kod KB i UK 
Napomena za Sliku 9: Nivoi ekspresije gena u mukozi koja nije zahvaćena inflamacijom (NI) i mukozi 
zahvaćenoj inflamacijom (I) od istog pacijenta povezani su linijom. Razlike između uparenih uzoraka 
ispitivane su neparametarskim Vilkoksonovim testom ranga. Ekspresija gena izražena je u relativnim 
jedinicama RU (eng relative units) čije su vrednosti dobijene ddCt metodom. Statistički značajne razlike 







Tabela 9. Korelaciona analiza genske ekspresije u intestinalnoj mukozi pacijenata sa KB i UK 
 
 
Napomena za Tabelu 9: Stepen korelacije je određen primenom neparametarskog Spirmanovog testa i 
prikazan koeficijentom korelacije rho (rs). Statistčka značajnost je određena p < 0.05. ǂ Nivo ekspresije 
specifičnog gena koji je korelisao između obolele i zdrave mukoze. KBi – uzorci ilealne mukoze 
pacijenata sa KB, KBc – uzorci kolonične mukoze pacijanta sa KB, UK – uzorci kolona pacijenata sa 
UK, NI-mukoza koja nije zahvaćena inflamacijom; I-mukoza zahvaćena inflamacijom. 
 
    
KBi (n = 26)  KBc (n = 24)  UK (n = 54) 
 
    
NI  I 
 
NI  I 
 
NI  I 
 
IL17A IL17A nsǂ  
rs = 0.657ǂ                                       




rs = 0.813       
p < 0.001 
 rs= 0.745        
p < 0.001 
 rs = 0.834       
p < 0.001 
 rs= 0.923             
p < 0.001 
 rs= 0.871                  
p < 0.001 
 rs=0 .771                 
p < 0.001 
 
 IL23A ns  ns  Ns  ns  
rs= 0.370                 
p = 0.006 
 rs= 0.370                 
p = 0.006 
 
 TLR9 ns  ns  Ns  ns  ns  Ns 
 
IL17F IL17F nsǂ  
rs = 0.764ǂ                                          
p < 0.001 
 nsǂ 
 
 IL23A ns  ns  Ns  ns  
rs= 0.332                 
p = 0.014 
 rs= 0.311              
p = 0.022 
 
 TLR9 ns  ns  Ns  ns  ns  
rs= 0.292              
p = 0.032 
 
IL23 IL23A nsǂ  nsǂ  
rs = 0.464ǂ                                                   
p = 0.0004 
 
 TLR9 
rs = 0.751       
p < 0.001 
 rs= 0.815      
p < 0.001 
 rs = 0.820        
p < 0.001 
 rs= 0.786            
p < 0.001 
 rs= 0.771                  
p < 0.001 
 rs= 0.686               
p < 0.001 
 
TLR9 TLR9 
rs = 0.420ǂ                           
p = 0.03 
 rs = 0.417
ǂ                                         
p = 0.04 
 rs = 0.543
ǂ                                                      







4.3.2 Korelacija nivoa ekspresije gena IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 sa kliničkom i 
endoskopskom prezentacijom KB i UK 
Lokalizacija tj ekstenzivnost UK i KB je važan faktor koji doprinosi odluci u kliničkoj praksi o 
terapijskom pristupu kod pacijenata. Zbog toga su ispitivane razlike u profilima ekspresije između 
kolonične mukoze KB i UK, obzirom da je ove fenotipske entitete nekada teško determinisati (Slika 10).  
Osim boljeg razumevanja molekularne patogeneze navedenih bolesti, ovaj tip molekularne klasifikacije 
ZBC bi mogao potencijalno doprineti određivanju precizne dijagnoze i primeni boljih terapijskih 
algoritama u lečenju KB i UK. 
 Rezultati ispitiavnja su ukazali na povišenu ekspresiju IL17A kod pacijenata sa UK, kako u 
bolesnoj, tako i u zdravoj mukozi kolona u poređenju sa ekspresijom u tkivu kolona kod KB (p = 0.007 
između KB i UK u zdravoj mukozi i p = 0.001 između KB i UK u oboleloj mukozi kolona) (Slika 9A).  
Nivoi ekspresije IL17F, IL23A i TLR9 se nisu značajno razlikovali između obolele i zdrave 
mukoze kolona kod KB i UK (Slika 10B, C i D). Međutim, nivoi ekspresije IL17F i IL23A su bili u 
proseku viši u bolesnoj mukozi kolona kod UK u poređenju sa KB (UK vs KB redom za IL17F 5.91 vs 
4.42 i IL23A 2.01 vs 1.43). Navedeni rezultati ukazuju na dominantniju ulogu medijatora Th17 imunskog 










Slika 10. Razlike u nivou genskoj ekspresiji između bolesne i zdrave mukoze kolona kod KB (n = 24) i 
UK (n = 54). 
Napomena za Sliku 10. Za ispitivanje razike između navedenih grupa primenjen je neparametarski Man-
Vitnijev U test, a kao prag za statistički značajne razlike određena je vrednost p < 0.05. KB – Kronova 
bolest, UK – ulcerozni kolitis, ns – nema statističke značajnosti, NI – mukoza koja nije zahvaćena 
inflamacijom, zdrava mukoza, I – mukoza zahvaćena inflamacijom, bolesna mukoza, RU – relativne 






U cilju identifikovanja potencijalno važnih kliničkih biomarkera za KB i UK, ispitivana je 
korelacija između nivoa genske ekspresije i kliničkih parametara ZBC. Analizirana je korelacija nivoa 
intesinalne ekspresije IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 sa endoskopskim i kliničkim skrovima aktivnosti za 
KB (SES-CD i CDAI) i UK (endoskopski i ukupni Mayo skor) a rezultati analize su prikazani u Tabeli 
10.  
Iako u slučaju KB nije uočena korelacija između nivoa ekspresije analiziranih gena i 
endoskopskog skora aktivnosti (SES-CD), korelacija je utvrđena sa indeksom kliničke aktivnosti KB 
(CDAI) kod kolonične lokalizacije. Nivo ekspresije IL17A i ILF u zapaljenjem nezahvaćenoj mukozi 
kolona korelisao je sa CDAI (rs=0.405, p=0.049; rs=0.506, p=0.012), dok je ekspresioni profil IL23A i 
TLR9 u inflamiranoj mukozi kolona negativno korelisao sa kliničkom aktivnosti KB (rs= - 0.413, 
p=0.045; rs= - 0.406, p=0.049). Navedeni rezultati ukazuju na značaj ekspresije IL17A i IL17F u 
neinflamiranoj sluznici na stepen kiničke aktivnosti procenjene kod pacijenta sa KB kolonične 
lokalizacije. Kod UK, kada je genska ekspresija korelisala sa endoskopskim Mayo skorom, ista je uočena 
i sa ukupnim Mayo skorom. Naveden rezultat se može objasniti činjenicom da je endoskopski Mayo skor 
komponenta ukupnog Mayo skora. Kod pacijenata sa UK, pokazana je pozitivna korelacija između nivoa 
ekspresije IL17A u bolesnoj i zdravoj mukozi sa endoskopskim (rs=0.359, p=0.008 i rs=0.405, p=0.002) 
i ukupnim Mayo skorom (rs=0.351, p=0.009 i rs=0.384, p=0.004). Endoskospki i ukupni Mayo skor je 
pozitivno korelisao i sa ekspresije IL17F u bolesnoj mukozi kolona pacijenata sa UK (rs=0.327, p=0.016; 
rs=0.290, p=0.034). Takođe, nivo ekspresije IL23A u bolesnoj mukozi UK je pokazao pozitivnu 
korelaciju sa vrednostima kliničkog i endoskopskog Mayo skora (rs=0.359, p=0.008; rs=0.311, p=0.022). 
Kod ilealnih uzoraka KB, nivo ekspresije analiziranih gena nije korelisao sa vrednostma endoskopskih 
niti kliničkih skorova aktivnosti bolesti (SES-CD, CDAI).  Navedene ispitivane značajne korelacije za 






Tabela 10. Korelacija nivoa intestinalne ekspresije ciljanih gena sa kliničkom i endoskopskom 
aktivnosti UK i KB. 
      
 SES-CD* / 
endoskopski 
Mayo# 






Neinflamirana  Ns  ns  





 rs = 0.405                       
p = 0.049 
Inflamirana  Ns  ns  
UK 
Neinflamirana 
 rs = 0.405              
p = 0.002 
rs = 0.384                       
p = 0.004 
Inflamirana 
 rs = 0.359               
p = 0.008 
rs = 0.351                       
p = 0.009 
IL17F 
KBi 
Neinflamirana  Ns  ns  





 rs = 0.506                       
p = 0.012 
Inflamirana  Ns  ns  
UK 
Neinflamirana 
 rs = 0.327              
p = 0.016 
rs = 0.290                       
p = 0.034 
Infamirana  Ns  ns  
IL23A 
KBi 
Neinflamirana  Ns  ns  
Inflamirana  Ns  ns  
KBc 




 rs = - 0.413                     
p = 0.045 
UK 
Neinflamirana  Ns  ns  
Inflamirana 
 rs = 0.359              
p = 0.008 
rs = 0.311                      
p = 0.022 
TLR9 
KBi 
Neinflamirana  Ns  ns  
Infamirana  Ns  ns  
KBc 




 rs = - 0.406                      
p = 0.049 
UK 
Neinflamirana  Ns  ns  
Infamirana  Ns  ns  
 
* SES-CD (Pojednostavljen endoskopski skor za Kronovu bolest) i CDAI (Indeks aktivnosti Kronove 
bolesti) – klinički skorovi procene aktivnosti KB, # Endoskopski i ukupni Mayo skor – klinički skorovi 
za procenu aktivnosti UK. ns –nema statističke značajnosti, rs = Spirmanov rho koeficijent korelacije. 
KBi –ilealna mukoza pacijenata sa KB; KBc – mukoza kolona pacijenata sa KB, UK – mukoza kolona 






Da bi se ispitalo da li je nivo ekspresije selektovanih gena udružen sa težim fenotipom ZBC, 
poređen je nivo genske ekspresije između pacijenta sa nestenozantnom-nepenetrantnom (NS/NP) 
inflamatornom formom bolesti i stenozantnom ili penetrantnom formom (S/P) KB. U slučaju UK, 
analizirana je veza između nivoa ekspresije gena sa blagom i umereno/teškom formom bolesti. 
Znčajno viši nivoi ekspresije IL17F i IL23A su detektovani u zdravoj ilealnoj mukozi KB 
pacijenata sa S/P formom bolesti u poređenju sa pacijentima sa NS/NP formom (p = 0.008 i p = 0.015). 
U zdravoj mukozi kolona kod KB nivo ekspresije IL17A je bio značajno niži kod S/P u poređenju sa 
NS/NP formom (p = 0.041). Generalno, u mukozi kolona KB prosečne vrednosti nivoa ekspresije IL17A 
i IL17F su bile niže u S/P formi bolesti u poređenju sa NS/NP, kako u zdravoj tako i u bolesnoj mukozi. 







Slika 11. Nivo ekspresije selektovanih gena u mukozi intestinuma sa KB 
nestenozantnog/nepenterantnog (NS/NP) fenotipa i stenozantne/penetrantne (S/P) bolesti. 
Napomena za Sliku 11. Za analizu razlika između NS/NP i S/P grupe korišćen je Man-Vitnijev U test, a 
vrednosti p < 0.05 su smatrane statistički značajne. ns –nema statističke značajnosti NS/NP-
nestrikturirajuća/nepenetrirajuća forma, S/P strikturirajuća/ penetrirajuća forma, NI-neinflamirana 






Kod pacijenata sa UK, pokazani su značajno viši nivoi ekspresije IL17A i IL17F kod umerene i 
teške forme u poređenju sa blažom formom bolesti, ali samo u mukozi kolona nezahvaćenoj 
inflamacijom (p = 0.001 i p = 0.013). Takođe, kod pacijenata sa umerenom i teškom formom UK uočen 
je viši nivo ekspresije IL23A u zdravoj i bolesnoj mukozi kolona u poređenju sa blagom formom bolesti 
(p = 0. 078 i p = 0.035). Nivo ekspresije TLR9 se nije razlikovao izmedju umerene/teške i blage forme 
UK (Slika 12)  
 
Slika 12. Nivoi ekspresije seletovanih gena u mukozi kolona kod blage i umerene/teške forme UK. 
Napomena za Sliku 12. Za analizu razika u nivoima ekspresije ispitivanih gena između grupa sa blagom 
i umerenom/teškom formom UK korišćen je Man-Vitnijev U test, vrednosti p < 0.05 su smatrane 






U daljoj analizi, ispitivane su razlike u genskoj ekspresiji između pacijenata sa KB koji nisu bili 
operisani i koji su operisani na dijagnozi (Slika 13). Pacijenti operisani na dijagnozi su imali 
komplikovaniji klinički tok, te je bilo interesantno porediti ekspresione profile i identifikovati 
potencijalni molekularni marker težeg toka KB.  Detektovani su značajno viši nivoi ekspresije IL17A i 
IL17F u ilealnoj zdravoj mukozi operisanih pacijenata u poređenju sa pacijentima koji nisu imali 
indikaciju za hiruškim lečenjem (p = 0.0003 i p = 0.03). U uzorcima kolona kod KB, nivoi ekspresije 
IL23 i TLR9 su bili značajno viši u bolesnoj mukozi pacijenata opersanih na dijagnozi u poređenju sa 
pacijentima koji nisu operativno lečeni (p = 0.023 i p = 0.05). Rezultati su ukazali da ekspresija IL17A i 
IL17F u zdravoj ilealnoj mukozi KB može uticati na dalji tok bolesti i ukazali na potencijalni prognostički 







Slika 13. Nivoi intestinalne ekspresije ispitivanih gena kod operisanih i neoperisanih pacijenata sa KB 
Napomena za Sliku 13. Za analizu razlike između neopersane i operisane grupe KB pacijenta korišćen 
je Man-Vitnijev U test, statistička značajnost je podrazumevala vrednosti p < 0.05. NO-neoperisani; O-








4.3.3. Određivanje međusobnog odnosa ekspresije gena IL17A i IL17F u zapaljenjem 
zahvaćenoj i nezahvaćenoj mukozi intestinuma kod pacijenata sa endoskopski aktivnom KB i UK  
Međuobni odnos ekspresije IL17A/IL17F u inflamiranoj i neinflamiranoj mukozi intestinuma kod 
ZBC određen je primenom uparenog Vilkoksonovog testa. Vrednost medijane i IQR relativnog odnosa 
ekspresije IL17A/IL17F u zdravom tkivu ileuma je iznosila 0.9738267 (IQR 0.6376057- 1.2375691), a u 
inflamiranoj sluznici 1.022901 (IQR 0.6821053-1.7638037). Nije registrovana statistička značajnost u 
odnosu ekspresije IL17A/IL17F između inflamirane i neinflamirane sluznice ileuma u KB (p=0.25). 
 
Slika 14. Odnos ekspresije IL17A/IL17F između zdravog i bolesnog tkiva ileuma kod KB 
Napomena za Sliku 14: Za analizu odnosa ekspresije IL17A/IL17F između zdravog i bolesnog tkiva 






Na Slici 15. prikazan je odnos ekspresije IL17A/IL17F između neinflamirane i inflamirane 
mukoze kolona kod KB. Vrednost medijane i IQR relativnog odnosa ispitivane ekspresije u zdravoj 
mukozi kolona je bila 0.6130286 (0.4611038-1.0103285), dok je u inflamiranoj sluznici kolona vrednost 
iznosila 0.7381966 (0.5660588-1.2561075). Nije uočena statistička značajnost u odnosu ekspresije 
IL17A/IL17F između inflamirane i neinflamirane sluznice kod kolonične lokalizacije KB (p=0.12) 
 
Slika 15. Odnos ekspresije IL17A/IL17F između zdravog i bolesnog tkiva kolona kod KB 
Napomena za Sliku 15: Za analizu odnosa ekspresije IL17A/IL17F između zdravog i bolesnog tkiva 






Kod pacijenata sa UK, uočena je statistička značajnost u odnosu ekspresije IL17A/IL17F između 
neinflamirane i inflamirane mukoze kolona (p=0.013) (Slika 16) Medijana i IQR relativnog odnosa 
ekspresije IL17A/IL17F u zdravom tkivu kolona iznosila je 1.335367 (0.7678976-1.7582428), dok je u 
inflamiranoj mukozi kolona kod UK bila 1.640522 (1.095009-2.648934) 
 
 
Slika 16. Odnos ekspresije IL17A/IL17F između zdravog i bolesnog tkiva kolona kod UK 
Napomena za Sliku 16. Za analizu odnosa ekspresije IL17A/IL17F između zdravog i bolesnog tkiva 





























Novija istraživanja imunopatogeneze ZBC ukazala su na ulogu Th 17 ćelija, subpopulacije CD4+ 
T limfocita, u nastanku hronične intestinalne inflamacije [149-151, 265]. Načelno, razvoj ZBC je 
posledica poremećaja funkcije epitelne barijere i permeabilnosti intestinuma udružen sa porastom 
bakterijske translokacije [46, 135]. Kao odgovor na invaziju mikrobima, specijalizovani detektori 
bakterijskih antigena, kao što su receptori iz familije NOD i TLR, indukuju aktivaciju specifičnih 
efektorskih citokina, koji u kaskadi događaja promovišu porast proinflamatornih medijatora kao što je 
IL-17 [217, 235]. Međutim, nedovoljno je razjašnjeno kako su ovi mehanizmi regulisani kod ZBC i koji 
proinflamatorni medijatori doprinose nastanku određene lokalizacije i tipu bolesti. Distinkcija KB od UK 
je u aproksimativno 10-20% slučajeva otežana zbog prisutnih preklapajućih karakteristka, što utiče na 
efikasnost primenjene terapije i dalji algoritam lečenja [266]. Stoga, važno je definisati specifične 
molekularne profile koji karakterišu različite fenotipove ZBC. Naučni doprinos ove studije ogleda se u 
određivanju ekspesionih profila gena za koje se smatra da učestvuju u nastanku ZBC (IL17A, IL17/F, 
IL23A i TLR9) u cilju identifikacije specifičnih molekularnih markera za pojedinačne fenotipske forme i 
teži klinički tok ovih bolesti. Identifikacija biomarkera specifičnih za određene podtipove ZBC značajno 
bi doprinela personalizaciji terapije i primeni efikasnijih terapijskih algoritama u lečenju. Takođe, 
predviđanje kliničkog toka na osnovu pouzdanih markera moglo bi da spreči razvijanje težih formi ZBC 
i selektuje pacijente koji su pod većim rizikom, kao kandidate za terapijske protokole koji bi smanjili 
šansu za pojavu komplikacija kao što su stenoze i fibroze.  
U ovom istraživanju analizirani su profili iRNK u uparenim uzorcima inflamacijom zahvaćene i 
nezahvaćene mukoze ileuma i kolona kod KB, kao i kolona kod UK, za gene udružene sa Th17 
inflamatornom kaskadom, IL23A, IL17A i IL17F i TLR9.  Rezultati su ukazali na povišen nivo ekspresije 
IL17A i IL17F u bolesnoj mukozi svih analiziranih fenotipova ZBC, ukazujući na značaj Th17 






269]. I pored rezultata koji ukazuju na njihov značaj, uloga citokina IL-17 u inflamaciji ZBC je i dalje 
nedovoljno razjašnjena. Th17 ćelije imaju heterogenu funkciju i njihova uloga može obuhvatati 
regulaciju kako proinflamatornog tako i antiinflamatornog procesa. Postoje indikacije da IL-17 pored 
neregulisane inflamacije moze doprineti i anti-zapaljenskim procesima u intestinumu [270, 271]. 
Neravnoteža između IL-17A i IL-17F može imati važnu ulogu u imunopatogenezi ZBC. Studije su 
ukazale na potencijalno protektivni efekat IL-17A i patogenu ulogu IL-17F u eksperimentalnim 
studijama DSS indukovanog kolitisa na knockout miševima deficijentnih za IL17-F ili IL-17, kao i značaj 
IL-17A u modulaciji Th1 polarizacije in vitro na CD45RBhi transfer modelu kolitisa [233, 234]. Tokom 
proučavanja eksperimentalnog kolitisa kod miševa deficijentnih za IL-17A, IL-17F ili oba citokina, Tang 
i saradnici ukazali su na protektivnu ulogu IL-17A koja je dovedena u vezu sa porastom frekvencije 
intestinalnih regulatornih T ćelija kao posledice kolonizacije bakterija Clostridium klastera XIVa i 
Lactobacilusa murinis [272]. IL-17F je uticao na promociju antimikrobnih peptida koji su inhibirali 
navedene sojeve bakterija i time doprinosili nastanku kolitisa. Težina kliničke slike i tok kolitisa 
suprimiran je nakon ordiniranja terapije anti-IL-17F antitelima [272]. Naši rezultati potvrđuju 
postavljenu hipotezu, obzirom da smo pokazali povišen nivo ekspresije IL17A i IL17F u bolesnoj mukozi 
ileuma i kolona kod KB i UK. Takođe, detektovali smo i pozitivnu korelaciju nivoa ekspresije IL17A i 
IL17F što ukazuje na njihovu udruženu regulaciju transkripcije u ZBC. Navedena korelacija se može 
objasniti i postojanjem IL-17A/F heterodimera [218, 270, 273]. IL17A i IL17F gen su locirani na istom 
hromozomskom lokusu u humanoj populaciji i kod miševa, te je njihova transkripcija najverovatnije 
koordinisana, ali novije studije sugerišu da ekspresija navedenih gena može biti različito regulisana u 
zavisnosti od proinflamatornog okruženja osnovne bolesti [274]. Kao potencijalni modulatori sekrecije 
IL-17 od strane Th17 ćelija identifikovani su prostaglandin E2 (PGE2), IL-23 i IL-1β [274]. Pokazano 
je da IL17A i IL17F imaju različitu epigenetičku strukturu, a njihova transkripcija uslovljena je različitim 






ekspresiju Th17 medijatora, promovišu IL-17A, ali ne i IL-17F imuni odgovor. Zajednički efekat 
citokina IL-23 i IL-1β dovodi do indukcije ekspresije IL-17F [274]. Rezultati nekih studija ukazuju na 
veći proinflamatorni uticaj IL-17A u odnosu na IL-17F i heterodimer IL17-A/F [267, 271, 273, 275]. 
Ekspesioni profili IL17 gena su varirirali u zavisnosti od tipa ZBC i lokalizacije iste. Ekspresija IL17F 
je bila značajno povišena u koloničnoj oboleloj mukozi u poređenju sa zdravom kod KB, ali ne i kod UK 
[232]. Takođe, Nemeth i saradnici su detektovali povišenu ekspresiju IL17 u bolesnoj sluznici kod KB, 
dok je ista izostala kod UK, ukazajući na veći značaj Th17 imunog odgovara u nastanku KB [276].  
Međutim, naši rezultati kod UK su ukazali na značajno viši nivo ekspresije IL17A u oboleloj mukozi, 
kao i značajno viši nivo u odnosu ekspresije IL17A/IL17F između bolesne i zdrave sluznice intestinuma.  
Nasuprot IL17A i IL17F, ekspresioni profili IL23A i TLR9 nisu bili podjednako izraženi u 
ispitivanim fenotipskim podtipovima ZBC u prikazanoj studiji. Obolela ilealna sluznica kod KB je 
ukazala na značajan porast nivoa ekspresije TLR9 u poređenju sa zdravom mukozom, ali navedeno nije 
uočeno kod kolonične lokalizacije. Bez obzira na odsustvo značajnosti, obolela mukoza kolona imala je 
viši nivo ekspresije IL23A u odnosu na zdravu kod KB. Sa druge strane, pacijenti sa UK su imali značajno 
povišen nivo ekspresije IL23A u sluznici zahvaćenoj inflamacijom u odnosu na zdravu mukozu, dok se 
ekspresija TLR9 nije značajno razlikovala. Izrazito povišena ekspresija TLR9 u oboleloj sluznici ileuma 
može bii udružena sa postojanjem Panetovih ćelija koje eksprimiraju TLR9 [277]. Pokazano je da 
bakterijski oligonukleotidi koji sadrže CpG sekvence mogu dovesti do degranulacije Panetovih ćelija i 
daljeg otpuštanja različitih antimikrobnih molekula. Aktivacija receptora TLR9 dovodi do 
predominantne sekrecije citokina Th1 imunskog odgovora [277]. Na intraćelijskom endozomu TLR9 
imaju ulogu u prepoznavanju CpG sekvenci bakterijske DNK [235, 278, 279]. U nekoliko 
eksperimentalnih modela kolitisa, aktivacija TLR9 je doprinela prevenciji mukozne inflamacije i 






prepoznavanju patogenih bakterija i posledičnom intestinalnom oštećenju preko citokina Th1 imunskog 
odgovora kao što su IL-6, IL-10, IL-12 i TNF-α [240, 245, 282]. Povišen nivo ekspresije TLR9 u ZBC je 
asociran sa postojanjem polimorfne sekvence u promotoru TLR9 pacijenata, neutrofilnim infiltratom u 
obolelom intestinumu i disbiozom kod UK [235, 248]. Nekoliko studija je pokazalo povišen nivo TLR9 
iRNK u mukozi zahvaćenoj inflamacijom kod UK, međutim ekspresioni profili su bili bazirani na 
poređenju zdravih individua i bolesne mukoze u UK, dok su u ovom istraživanju analizirani upareni 
uzoraci zdrave i bolesne mukoze pacijenata [249, 250]. Jedna studija je pokazala da je ekspresioni profil 
TLR9 bio povišen u mukozi kolona aktivnog UK u poređenju sa pacijentima koji su bili u remisivnoj fazi 
[249]. Međutim, neke studije nisu ustanovile značajnu razliku u nivou ekspresije TLR9 iRNK između 
mukoze kolona kod UK i zdravih kontrola, kao i u slučaju UK i KB u aktivnoj i remisivnoj fazi [283, 
284]. Ipak, podaci o ulozi receptora TLR9 u ZBC su oskudni i neophodna su dalja istraživanja. 
Iako je ekspresioni profil IL23A i TLR9 bio specifičan za fenotipske podtipove ZBC, jaka 
pozitivna korelacija navedenih gena je detektovana u svim analiziranim uzorcima intestinuma. Na 
osnovu dobijenih rezultata i postojeće literature, verovatno je postojanje pozitivne sprege tool-like 
receptora (TLR) u indukciji IL23/Th17 signalizacije, iako ona nije u potpunosti razjašnjena [285-287]. 
Studija na dendritskim ćelijama eksperimentalnih miševa ukazala je na TLR9-zavistan IL-23/IL-17 
imunski odgovor u toku granulomatozne infekcije u plućima i aktivaciju ekspresije IL23A nakon 
stimulacije TLR9 antigenom preko NF-κB signalnog puta [288]. Međutim, potrebno je istaći da Th17 
ćelijski odgovor može biti pokrenut nezavisno od TLR aktivacije [289, 290]. U našoj studiji, nivo 
ekspresije TLR9 nije korelisao sa nivoima IL17A i IL17F, osim u oboleloj mukozi kolona kod pacijenata 
sa UK, što ukazuje na različitu regulaciju Th17 ćelijskog odgovora kod UK u odnosu na KB. 
 Značajno viši nivo ekspresije IL17A detektovan je kako u inflamacijom zahvaćenoj tako 






ekspresije IL23A i IL17F identifikovane u oboleloj mukozi UK, što je u saglasnosti sa rezultatima drugih 
studija [214, 269]. Zanimljivo je da su Granlund i saradnici u meta-analizi transkriptoma pokazali da je 
ekspresija gena asociranih sa Th1 i Th17 ćelijskim odgovorom vrlo slična između KB i UK, osim nivoa 
ekspresije IL23A koja je bila značajno viša u UK u poređenju sa mukozom KB [212]. Takođe, Kobayashi 
i saradnici su sugerisali da IL-23 može usmeravati produkciju različitih citokina kod UK i KB, 
uključujući Th17 imunski odgovor značajan za patogenezu UK, kao i Th1/Th17 koji je dominantan u 
nastanku KB [214]. Rezultati naše studije su u saglasnosti sa navedenom hipotezom. 
Jedan od ciljeva naše studije je bio da ispitamo značaj nivoa analiziranih iRNK kao potencijalnih 
markera toka bolesti i fenotipskih podtipova. U uzorcima kolona pacijenata sa KB, nivo ekspresije IL17A 
i IL17F u inflamacijom nezahvaćenoj mukozi pozitivno je korelisao sa vrednostima indeksa kliničke 
aktivnosti CDAI. Međutim, nivo ekspresije IL23A i TLR9 u oboleloj mukozi kolona negativno je 
korelisao sa CDAI. Nasuprot kliničkoj aktivnosti, kod pacijenata sa KB nije detektovana korelacija nivoa 
iRNK analiziranih gena sa indeksima za endoskopsku aktivnost bolesti. Navedeni rezultati su u 
saglasnosti sa podacima iz literature koji ukazuju na slabu korelaciju endoskopske aktivnosti KB sa 
CDAI [291]. U grupi pacijenata sa UK, nivoi ekspresije IL17A i IL17F u zdravoj mukozi, kao i IL17A i 
IL23A u oboleloj mukozi pozitivno su korelisali sa endoskopskim i ukupnim Mayo skorom. Roman i 
saradnici su analizom transkriptoma identifikovali brojne transkripte u mukozi pacijenata sa UK koji su 
korelisali sa ukupnim Mayo skorom, uključujući iRNK IL17A i IL23A, što je pokazano i u našem 
istraživanju [292]. Takođe, Olsen i saradnici su ukazali na pozitivnu korelaciju nivoa ekspresije IL17A i 
IL23A u infamiranoj mukozi sa indeksom kliničke i endoskopske aktivnosti kod UK, a u slučaju KB sa 
vrednostima CDAI [269]. Treba uzeti u obzir da su se u studijama koje su ispitivale ZBC često koristili 
različiti endoskopski skorovi za procenu aktivnosti, što možda može objasniti varijabilne rezultate 






nivoa ekspresije IL23A i Rutgeert skora, koji se koristi za procenu endoskopske aktivnosti kod KB [293]. 
Iboshi i saradnici nisu pokazali povezanost između težine UK i ekspresije iRNK IL17A i IL17F u oboleloj 
mukozi kolona, ali su zato našli da povišen odnos IL-17A/IL-17F pozitivno koreliše sa Rachmilewitz 
skorom endoskopske aktivnosti [267, 294]. U našoj studiji nije nađena korelacija između skorova 
aktivnosti UK i intestinalne ekspresije TLR9 iRNA. Međutim, neke studije su pokazale pozitivnu 
korelaciju između ekspresije TLR9 i stepena endoskopske i histološke aktivnosti bolesti [248, 249]. 
Analizirajući kliniču težinu ZBC, identifikovali smo značajno više nivoe intestinalne ekspresije 
IL17F i IL23A u zdravoj mukozi ileuma kod KB sa strikturirajućim/penetrirajućim (S/P) u poređenju sa 
nestrukturirajućim/nepenetrirajućim (NS/NP) fenotipom. S druge strane, zdrava mukoza kolona kod S/P 
forme je imala značajno niže nivoe ekspresije IL17A u poređenju sa inflamatornom formom (NS/NP) 
bolesti. Kerami i saradnici su ukazali na IL-17 kao modulatora intestinalne fibroze, čija povišena 
ekspresija kod KB indukuje ekspresiju proinflamatornog hemokina CXCL1 i transkripcionog faktora 
NFKBIZ kod intestinalnih fibroblasta [295]. Transkripcioni faktor NFKBIZ je predstavnik NFkB 
familije proteina koji je značajno eksprimiran u Th17 ćelijama, dok hemokin CXCL1 simuliše aktivaciju 
neutrofila i inflamatorni odgovor. Izolacijom intestinalnih fibroblasta poreklom od pacijenata sa KB, 
detektovana je značajno viša ekspresija IL-17 receptora na ovim ćelijama [295]. Iako detaljan 
patofiziološki mehanizam nastanka fibroznih stenoza u KB nije u potpunosti razjašnjen, treba imati u 
vidu mali uzorak studije Kerami i saradnika.  
Rezultati ove studije su pokazali da kod UK postoji značajno viši nivo ekspresije IL17A i IL17F 
kod pacijenata sa umerenom i teškom u poređenju sa blagom formom bolesti, ali samo na nivou mukoze 
kolona koja nije zahvaćena inflamacijom. Verma R. i saradnici su opisali povišenu ekspresiju IL17A u 
mukozi kolona umerene i teške aktivnosti UK, u poređenju sa pacijentima u remisiji i zdravim 






teškog UK [297]. Jedna studija je pokazala prediktivni značaj nivoa IL-17A za klinički tok UK, tačnije 
serološke vrednosti IL-17A su značajno korelisale sa težinom bolesti. U istoj studiji je nivo ekspresije 
IL17A u oboleloj mukozi bio povišen, ali je korelacija sa težinom UK izostala [298]. Naši rezultati su 
pokazali viši nivo intestinalne ekspresije IL23A u oboleloj i zdravoj mukozi kolona kod pacijenata sa 
umerenom i teškom formom UK u odnosu na blagu formu. Ovo se može objasniti ulogom IL-23 u 
regulisanju intestinalne inflamacije, od redukcije Treg ćelijske aktivnosti do indukcije ekspresije drugih 
Th17 proinflamatornih citokina [299]. 
Operativno lečenje kod ZBC je indikovano u slučaju agresivnog toka osnovne bolest, intestinalne 
opstrukcije kao posledice pojave strikutura na terenu hronične inflamacije i fibroze intestinuma, obilnog 
krvarenja, perforacije intestinuma, pojave fistula i abscesa, toksičnog megakolona ili kolorektalnog 
karcinoma [300]. Rezultati ove studije ukazali su na udruženost operativnog lečenja i povišenog nivoa 
ekspresije IL17A i IL17F u zdravoj mukozi ileuma kod KB pacijenata. Takođe, pokazano je da je 
operativno lečenje udruženo sa povišenim nivoom ekspresije IL23A i TLR9 u mukozi kolona zahvaćenoj 
inflamacijom. Međutim, grupa operisanih KB pacijenata bila je mala, te je neophodan veći uzorak 
ispitanika u cilju validacije navedenih rezultata i procene realnog značaja u kliničkoj praksi.  
Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj studiji, interesantno je zapažanje vezano za merenje 
potencijalnih markera bolesti u sluznici koja u momentu biopsije nije bila zahvaćena inflamacijom (u 
ovoj tezi navođenoj pod terminom zdrava sluznica). Nivo analizirane iRNK u aktuelno zdravoj sluznici 
kod ZBC je bio specifičniji za fenotip i težinu bolesti u poređenju sa nivoima iRNK u mukozi koja je već 
zahvaćena inflamacijom. León AJ i saradnici su ukazali na povišenu ekspresiju određenog seta citokina 
u zdravoj sluznici kod ZBC uključujući IFN-γ, TNF-α, IL-23, IL-6, IL-15 i IL-18. Prema navedenoj 
studiji mukoza nezahvaćena inflamacijom kod ZBC je uključena u aktivni imunološki proces koji još 






ZBC u odnosu na zdrave kontrole registrovali su Wu F i saradnici, sa povišenom ekspresijom PSKH1 ( 
eng.serine/threonine-protein kinase H1) koji reguliše sintezu iRNK i PPID (eng. peptidylprolyl 
isomerase D) koja ima ulogu u inhibiciji apoptoze [301]. S obzirom na učestalo nepoklapanje 
endoskopske slike i kliničke slike pacijenata sa ZBC, Xu L i saradnici su pokazali da pacijenti sa 
umerenom formom ZBC pokazuju izmenjenu gensku ekspresiju zdrave mukoze kolona u odnosu na 
zdrave kontrole, kao i povišen nivo ekspresije IL17 [302]. Na osnovu navedenog može se zaključiti da 
inflamatorni proces u ZBC nije ograničen makroskopskim lezijama intestinalnog tkiva kao i da genski 
ekspresioni profili sluznice koja aktuelno nije zahvaćena zapaljenjem u ZBC može biti potencijalni 
prediktor daljeg toka bolesti. Iako ambicozna pretpostavka, nivo iRNK ciljnih gena u mukozi intestinuma 
koja nije zahvaćena inflamacijom može biti pokazatelj fenotipskih karakteristika ZBC. Međutim, 
potrebno je sprovesti još istraživanja sa praćenjem pacijenata sa ZBC kako bi se ova pretpostavka 
potvrdila.  
Analiza profila genske ekspresije u bioptatima inestinalne mukoze ZBC je važna u daljem 
rasvetljavanju molekularne patogeneze bolesti i identifikovanju novih signalnih puteva specifičnih za 
KB i UK u cilju daljeg lečenja. Rezultati naše studije ukazali su na značaj genske ekspresije TLR9-IL23-
IL17 u nastanku i kliničkoj prezentaciji ZBC. Analizirani ekspresioni profili su specifični za tip i fenotip 
ZBC, ukazujući da UK ima profil koji bi je svrstao više u „Th17 bolest“u poređenju sa profilom KB.  
Ovo istraživanje može doprineti boljem razumevanju i definisanju ekspresionog profila različitih 
fenotipa ZBC. Takođe, prikazani rezultati ukazuju na značaj analize nivoa iRNK u mukozi ZBC koja 
nije zahvaćena inflamacijom. S obzirom da se efikasnost lekova koji su antagonisti citokina IL-23, IL-
17 kao i TLR9 ispituje u brojnim kliničkim studijama, bolje razumevanje inflamatornog procesa kod 




























Na osnovu dobijenih rezultata ove studije, mogu su izvesti sledeći zaključci:  
1. Analizom genskih ekspresionih profila intestnalnog tkiva, detektovana je povišena ekspresija IL17A i 
IL17F u mukozi koja je zahvaćena inflamacijom u poređenju sa mukozom koja nije zahvaćena 
inflamacijom, kod ilealne i kolonične forme KB, kao i u slučaju UK. 
2. Kod pacijenata sa KB, povišen nivo ekspresije IL23A registrovan je u oboleloj mukozi ileuma, dok je 
u oboleloj mukozi kolona bio povišen ali bez statističke značajnosti. Kod pacijenata sa UK, obolela 
mukoza kolona imala je značajno višu ekspresiju IL23A u poređenju sa zdravom mukozom. Navedeni 
rezultati ukazuju na značajniju ulogu IL23A u hroničnoj inflamaciji kod UK u poređenju sa KB kolonične 
lokalizacije. 
3. Nivo ekspresije TLR9 je bio značajno viši u oboleloj u odnosu na zdravu mukozu ileuma pacijenata sa 
KB, dok u uzorcima kolona KB i UK, razlika između zdrave i bolesne mukoze u nivou TLR9 nije uočena. 
4.  Intestinalni ekspresioni profili IL17A i IL17F su pozitivno korelisali sa nivoom ekspresije IL23A i 
TLR9 u svim analiziranim tipovima mukoze ZBC. Značajna pozitivna korelacija  registrovana je između  
nivoa ekspresije IL17A i IL23A, IL17F i IL23A, kao i IL17F i TLR9 u mukozi kolona UK, dok je ista 
izostala u uzorcima intestinuma KB. 
5. Značajno viši nivo ekspresije IL17A zabeležen je u oboleloj i zdravoj mukozi kolona pacijenta sa UK 
u poređenju sa KB. Iako značajna razlika nije pokazana u nivoima ekspresije IL17F, IL23A i TLR9  
između KB i UK, povišeni nivoi iRNK IL17F i IL23A su uočeni kod UK ukazjući na veći značaj Th17 
medijatora u inflamatornom procesu ovog tipa ZBC.  
6.  Indeks kliničke aktivnosti KB pozitivno je korelisao sa nivom ekspresije IL17A i IL17F, a negativno 
sa nivoom IL23 i  TLR9 u inflamiranoj sluznici kolona. U UK detektovana je pozitivna korelacija između 






svim analiziranim uzorcima mukoze,  IL17F u neinflamiranoj mukozi  i IL23 u inflamiranoj sluznici 
intestinuma. 
7. Obolela mukoza ileuma kod stenozantne/penetrantne forme KB je ukazala na viši nivo ekspresije 
IL17F i IL23A u poredjenju sa nestenozirajućom/nepenetrirajućom, dok kod kolonične lokalizacije nivo 
ekspresije IL17A je bio značajno niži u poređenju sa inflamatornom (nestenozantnom/nepenetrantnom) 
formom bolesti.  
8. Pacijenti sa umerenom i teškom formom UK su imali značajno više nivoe ekspresije IL17A i IL17F  u 
zdravoj mukozi, i viši nivo ekspresije IL23A u zdravoj i oboleloj mukozi kolona u poređenju sa blagom 
formom UK. 
9. Pacijenti sa KB koji su operisani na dijagnozi su imali značajno viši nivo ekspresije IL17A i IL17F u 
zdravoj mukozi ileuma u poređenju sa onima koji nisu bili podvrgnuti operativnom tretmanu. Takođe, 
operisani pacijenti su imali povišene nivoe IL23A i TLR9 u oboleloj sluznici kolona u odnosu na 
neoperisane. 
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